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Izhodišče: Metabolični sindrom (MS) je kompleksna, z življenjskim slogom pogojena bolezen, 
njena pogostnost pa v razvitem svetu narašča. Gre za sklop metaboličnih motenj, ki so posledica 
prepleta okoljskih in genetskih dejavnikov. Črevesna mikrobiota je s 1014 bakterijskimi 
celicami vpletena v fiziologijo gostitelja in zato pomemben element metaboličnih motenj. 
Prehrana sodi med najpomembnejše dejavnike, ki vplivajo na sestavo črevesne mikrobiote, zato 
raziskovalci intenzivno preučujejo prehranske učinkovine in diete, s katerimi bi lahko 
uravnavali sestavo črevesne mikrobiote in posredno izboljšali metabolično stanje pacientov. 
Med takšne prehranske učinkovine spadajo ječmenovi betaglukani, polisaharidi, ki na podlagi 
kliničnih raziskav izboljšajo tako lipidni kot glukozni metabolizem.  
 
Namen: Namen naše študije je bil ugotoviti, ali uživanje ječmenovih betaglukanov lahko 
spremeni sestavo črevesne mikrobiote in istočasno izboljša z MS povezane klinične kazalce.  
 
Metode: Izvedli smo dvojno slepo, s placebom kontrolirano in randomizirano klinično študijo 
s preiskovanci z diagnosticiranim MS ali visokim tveganjem za razvoj MS. Preiskovanci so 
štiri tedne uživali kruh s 6 g dodanih betaglukanov (testna skupina) ali kruh brez dodanih 
betaglukanov (kontrolna skupina). Pred prehransko intervencijo in ob koncu smo izvedli 
antropometrične meritve, krvne preiskave maščob, oralni glukoza tolerančni test (OGTT) ter 
odvzeli vzorce blata za analize sestave črevesne mikrobiote in ugotavljanje vsebnosti 
kratkoverižnih maščobnih kislin. Stanje inzulinske rezistence smo ovrednotili z modeloma 
HOMAIR in QUICKI. Koncentracijo kratkoverižnih maščobnih kislin v blatu smo določili s 
plinsko kromatografijo. Sestavo črevesne mikrobiote smo preučevali s kombinacijo 
kvalitativnih in kvantitativnih metod, ki so omogočale analizo 16S rRNK molekul: gelsko 
elektroforezo v gradientu denaturanta (DGGE), verižno reakcijo s polimerazo v realnem času 
(RT-PCR) in s sekvenciranjem naslednje generacije, pri katerem smo uporabili tehnologijo 
Illumina Miseq. 
 
Rezultati: V študijo je bilo vključenih 43 prostovoljcev z MS oz. visokim tveganjem za razvoj 
MS. V testni skupini, ki je štiri tedne ob sicer običajni dieti dnevno uživala 6 g ječmenovih 
betaglukanov, se je značilno znižala koncentracija celokupnega holesterola v krvi in zmanjšal 
obseg pasu. Vpliva na druge metabolične parametre nam ni uspelo dokazati. Značilno se je 
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spremenila vsebnost kratkoverižnih maščobnih kislin (KMK) v blatu, in sicer v testni skupini s 
povišanjem vsebnosti propionske kisline. Z analizo sekvenc 16S rRNK smo pokazali, da se po 
prehranski intervenciji z betaglukani spremeni sestava črevesne mikrobiote. Pri testni skupini 
smo opazili značilno znižanje tako mikrobne pestrosti kot bogatosti. Poleg tega smo po 
intervenciji z betaglukani opazili značilen padec v številu sekvenc iz redu Coriobacteriales in 
tistih, ki pripadajo bakterijskemu redu Clostridiales. Pri preučevanju sestave črevesne 
mikrobiote pri preiskovancih, ki so bili uvrščeni v testno skupino, smo pred prehransko 
intervencijo odkrili značilne razlike v sestavi črevesne mikrobiote med tistimi preiskovanci, pri 
katerih se je koncentracija holesterola značilno znižala (holesterol odzivna skupina), in tistimi, 
pri katerih se ni. Pri prvih so bile v večjem številu zastopane bakterijske skupine, ki sodijo med 
t. i. »koristne« bakterije, npr. Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium fecale in Akkermansia 
municiphila. 
 
Sklep: Štiritedensko uživanje betaglukanov je vplivalo na koncentracijo maščob v krvi in 
spremenilo sestavo črevesne mikrobiote pri preiskovancih z diagnosticiranim MS ali 
povečanim tveganjem za razvoj MS. Zmanjšanje bogatosti in pestrosti potrjuje, da so 
betaglukani sposobni spreminjanja sestave črevesne mikrobiote, vendar je odziv na prehransko 
intervencijo močno odvisen od posameznika. Značilne spremembe posameznih bakterijskih 
skupin črevesne mikrobiote in povečanje vsebnosti kratkoverižnih maščobnih kislin nakazujejo 
potencialno ugodne učinke uživanja betaglukanov. S preučevanjem začetne sestave črevesne 
mikrobiote in opaženimi značilnimi razlikami v njeni sestavi pri holesterol odzivni skupini smo 
pokazali, da je metabolični odziv na dieto lahko odvisen tudi od specifične sestave črevesne 
mikrobiote posameznika. 
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Background: Metabolic syndrome (MS) is a complex lifestyle disease that is almost 
exponentially increasing in western world.  Gut microbiota is with 1014 bacterial cells involved 
in certain human physiological processes and is important factor of metabolic disorders. Diet is 
one of the main elements contributing to gut microbiota composition and one of the possible 
ways to improve the metabolic status of patients. In recent years many investigations have been 
performed concerning diets and active components, that could positively control gut microbiota 
composition and improve metabolic status of patients. Dietary fibres are known to improve 
glucose and lipid metabolism and modulate gut microbiota composition. Barley beta-glucans 
have been used to improve cholesterol levels and postprandial glucose response but have been 
poorly investigated in trials focusing on gut microbiota till now. 
 
Aims: The purpose of this study was to investigate if a 4-week dietary intervention with beta-
glucans could positively change gut microbiota composition and improve metabolic syndrome 
parameters at the same time. 
 
Methods: Double blind, placebo-controlled and randomised clinical trial was performed with 
participants with high risk for MS development or with diagnosed MS. Participants consumed 
bread with 6 g added beta-glucans (test group) or without added beta-glucans (control group). 
Before and at the end of the trial anthropometric measurements, lipid profile analyses, and oral 
glucose tolerant test (OGTT) were performed, and faecal samples were retrieved for gut 
microbiota composition and short-chain fatty acids analyses. HOMAIR in QUICKI indexes 
were employed for insulin resistance determination. Short-chain fatty acids were extracted from 
faecal samples and analysed with gas chromatography. Changes in gut microbiota composition 
were investigated with combination of qualitative and quantitative molecular methods 
analysing 16S rRNA molecules: denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE), real-time 
polymerase chain reaction (RT-PCR), and the next generation sequencing based on Illumina 
MiSeq paired end technology. 
 
Results: 43 participants with high risk for metabolic syndrome (MS) development or with 
diagnosed MS successfully finished the trial. Total plasma cholesterol levels decreased in test 
group, but not in placebo group. Short chain fatty acids composition in faeces significantly 
changed with increase of propionic acid in the test group. The microbiome analysis showed a 
decrease in microbial diversity and richness in the test group and a decrease in order 
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Coriobacteriales. Furthermore, a decrease of a single unclassified Clostridiales group was 
observed. We further examined the differences in the so-called pre-intervention gut microbiota 
composition within cholesterol responsive and unresponsive group. Interestingly, sequences 
from several bacterial groups, commonly perceived as health associated, such as 
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium fecale and Akkermansia municiphila, were present 
in higher numbers. 
 
Conclusion: Dietary intervention with beta-glucans has showed positive improvements in 
blood lipid profile and in gut microbiota composition with participants with high risk for MS 
development or with diagnosed MS. A decrease in richness and diversity of gut microbiota 
showed that beta-glucans are able to alter gut microbiota composition. However, the response 
on dietary intervention is individually depended. Changes in abundance of certain bacterial 
groups and increase of short-chain fatty acids after intervention showed that beta-glucans 
potentially exert positive effects on gut microbiota composition. Investigating pre-intervention 
gut microbiota composition with observed changes in gut microbiota composition in cholesterol 
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Slika 1: Grafični povzetek raziskave. 
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1. Enomesečno uživanje betaglukanov vpliva na sestavo črevesne mikrobiote s 
spreminjanjem deleža bakterijskih debel Bacteroidetes/Firmicutes in s spodbujanjem 
rasti koristnih črevesnih bakterijskih rodov (Lactobacillus in Bifidobacterium) ter 
posledično vpliva na povišanje vsebnosti kratkoverižnih maščobnih kislin v blatu pri 
populaciji z MS. 
 
2. Enomesečno uživanje betaglukanov vpliva na glukozni metabolizem in s tem prispeva 
k izboljšanju inzulinske rezistence (IR) pri populaciji z MS. 
 
3. Enomesečno uživanje betaglukanov vpliva na vsebnost posameznih vrst maščob v krvi 
pri populaciji z MS. 
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2. PREGLED LITERATURE 
 
2.1 Metabolični sindrom (MS) 
 
MS združuje skupino pogostih metaboličnih motenj, ki jih spremlja stanje kroničnega vnetja 
nizke stopnje. MS je posledica kompleksnega prepleta številnih dejavnikov okolja in genetike. 
Inzulinska rezistenca (IR), trebušna debelost, dislipidemija (povišana koncentracija 
trigliceridov v krvi in nizka koncentracija HDL-holesterola), visok krvni tlak, povišan krvni 
sladkor in motnje v delovanju endotelija so značilni znaki MS, ki so lahko posledica več 
dejavnikov (genetska predispozicija, kronični stres, pomanjkanje gibanja, neustrezna prehrana) 
[1]. Definicij MS je več, razlikujejo pa se večinoma po mejnih vrednostih parametrov, ki 
označujejo MS. V Sloveniji je najbolj uveljavljena definicija MS po IDF (angl. International 
Diabetes Association), ki je navedena v Preglednici 1.  
 
Preglednica 1: Parametri za diagnozo metaboličnega sindroma [2]. 
METABOLIČNI PARAMETER KRITERIJ 
Trebušna debelost > 94 cm, moški 
> 80 cm, ženske 
in vsaj dva izmed spodnjih dejavnikov 
Zvišana koncentracija trigliceridov v krvi ≥ 1,7 mmol/L 
Znižana koncentracija HDL-holesterola < 1,03 mmol/L, moški 
< 1,29 mmol/L, ženske 
a Zvišan arterijski krvni tlak Sistolični krvni tlak ≥ 130 mmHg 
Diastolični krvni tlak ≥ 85 mmHg 
b Zvišana koncentracija krvnega sladkorja ≥ 5,6 mmol/L 
a Oz. že zdravljen zvišan krvni tlak 
b Oz. že zdravljena sladkorna bolezen 
 
S pojavom MS se poveča tveganje za nastanek z aterosklerozo povezanih srčno-žilnih bolezni 
in sladkorne bolezni tipa 2 (SBT2). Prvi pokazatelji nastanka MS so motnje v energetskem 
ravnovesju, ki se odražajo predvsem kot visceralna debelost [3]. Prekomerno nalaganje maščob 
v tkivih naj bi bilo primarni dejavnik razvoja MS [4]. Proste maščobne kisline (PMK) imajo 
poleg vloge energijskega vira zmožnost vpletanja v inzulinsko signalizacijo preko 
znotrajceličnih proteinskih kinaz [4,5]. Prekomerno nalaganje maščob v različnih tkivih sproži 
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kronično vnetje nizke stopnje in aktivacijo imunskega sistema, kar naj bi vplivalo na razvoj 
inzulinske rezistence (IR) in kasneje tudi sladkorne bolezni tipa 2 (SBT2) [4]. Maščobno tkivo, 
jetra, mišice in trebušna slinavka so kritična mesta vnetnih procesov, kar potrjujejo številne 
klinične in raziskovalne študije. Študije pri ljudeh in živalih z debelostjo, SBT2 ali MS so 
pokazale, da so v navedenih tkivih prisotni makrofagi, ki so ključni za proizvajanje vnetnih 
citokinov. Najpomembnejši so tumorje nekrotizirajoči faktor alfa (TNF-α), interlevkin 6 (IL-6) 
in interlevkin 8β (IL-8β), ki se vpletajo v inzulinsko signalizacijo v perifernih tkivih z 
aktiviranjem c-JUN N-terminalne kinaze (JNK) ali transkripcijskega jedrnega faktorja kapa B 
(NF-κB). Aktivacija omenjenih poti ima osrednjo vlogo pri vnetju tkiv ob pojavu debelosti in 
SBT2 [6]. V nadaljevanju bodo na kratko opisani mehanizmi, vpleteni v razvoj MS in debelosti. 
 
MAŠČOBNO TKIVO 
Maščobno tkivo ima poleg vloge shranjevanja maščob tudi močno endokrino vlogo. Sestavljajo 
ga različni tipi celic: maščobne celice (adipociti), preadipociti, fibroblasti, makrofagi in celice 
krvnih žil. Maščobno tkivo proizvaja adipokine – mediatorje maščobnega tkiva, med katere 
spadajo leptin, adiponektin, inhibitor aktivatorja plazminogena (PAI-1), vaskularni endotelijski 
rastni faktor (VEGF), TNF-α in IL-6. Povečanje maščobnega tkiva ima za posledico 
neuravnoteženo sproščanje adipokinov, kar lahko vodi v razvoj različnih bolezni preko motenj 
v glukoznem ali maščobnem metabolizmu ali preko motenj v imunskem odzivu [7–9]. Ob 
povečanem maščobnem tkivu se sproščajo še drugi mediatorji, kot je npr. monocitni 
kemoatraktantni protein 1 (MCP-1), ki v maščobno tkivo pripelje monocite in makrofage [10]. 
Povečana produkcija adipokinov, vnetnih citokinov in zmanjšana produkcija adiponektinov ter 
hkratna nezmožnost shranjevanja dodatnih prostih maščobnih kislin (PMK) v maščobnem tkivu 
privedejo do disfunkcije maščobnega tkiva. Omenjene motnje, povezane z debelostjo, igrajo 
ključno vlogo pri razvoju inzulinske rezistence, diabetesa tipa 2 in z debelostjo povezanih 
srčno-žilnih bolezni (Slika 2) [11,12]. 
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Slika 2: Maščobno tkivo med debelostjo. 
Maščobno tkivo sestavljajo adipociti (maščobne celice), preadipociti in makrofagi. Pri debelosti 
maščobno tkivo povzroča nekontrolirano sproščanje adipokinov in prostih maščobnih kislin (PMK). 
Adipokini potujejo do drugih tkiv, skeletnih mišic in jeter, spreminjajo imunski odgovor ter se vpletajo 
v metabolizem glukoze in maščob. 
IL-6 – interlevkin 6, MCP-1 – monocitni kemoatraktantni protein 1, PAI-1 – inhibitor aktivator 
plazminogena, TNF-α – tumorje nekrotizirajoči faktor alfa. 
 
INZULINSKA REZISTENCA 
IR je ključen patofiziološki pojav pri MS, pri katerem gre za motnje v procesih, povezanih s 
signalizacijo inzulina. Pri zdravih osebah je naloga inzulina, da ob povišani koncentraciji 
sladkorja v krvi sproži prevzem glukoze v perifernih organih. Poraba zunajcelične glukoze se 
odraža v povečani glikolizi in celičnem dihanju ter shranjevanju lipidov in glukoze v procesih 
gliko- in lipogeneze. Zmanjšani odzivnosti tkiv na inzulin pravimo inzulinska rezistenca (IR) 
[13]. Gre za stanje, v katerem normalna koncentracija inzulina ne izzove ustreznega odziva na 
koncentracijo glukoze v krvi. V takem stanju trebušna slinavka proizvaja več inzulina, da lahko 
uravnava hiperglikemijo. Prekomerna sekrecija inzulina sprva lahko uravnava koncentracijo 
glukoze, vendar poleg tega prispeva tudi k zadrževanju soli, visokemu krvnemu tlaku in jetrni 
steatozi. Inzulinska rezistenca torej pomeni motnjo v prenosu glukoze v tarčna tkiva 
inzulinskega delovanja. Nezmožnost β-celic trebušne slinavke, da proizvedejo zadostno 
količino inzulina, vodi v moteno uravnavanje glukoze v krvi in posledično v razvoj SBT2 
[14,15]. Zaradi motenega prevzema glukoze v mišicah se preostanek glukoze preusmeri v jetra. 
V jetrih, kjer je tudi povišana vsebnost jetrnih maščob, prihaja do motenj v uravnavanju 
glukoneogeneze in sinteze glikogena. Zaradi motnje inzulinske signalizacije prihaja v 
maščobnem tkivu posredno do povečanja lipolize, kar povzroči reesterifikacijo lipidov v drugih 
tkivih (npr. jetrih) in posredno še poslabša stanje IR. Vsi navedeni pojavi so posledica povišane 
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koncentracije prostih maščobnih kislin (PMK) ali prisotnosti TNF-α, čemur sledi inhibicija 
aktivacije substrata inzulinskega receptorja IRS 1/2, ki se ob normalnem delovanju aktivira 
preko fosforilacije tirozina. Posledično je inhibirana kaskada intermediarnih korakov, ki sicer 
povzročijo prenos glukoze v celice in sintezo glikogena preko glikogen sintaze [16]. Tudi druge 
provnetne signalne molekule in citokini, značilni pri debelosti, se lahko vpletajo v procese, ki 
vodijo v inzulinsko rezistenco [17]. Ta pa je pomemben dejavnik razvoja MS in SBT2 [13,18]. 
 
Metod za ovrednotenje inzulinske rezistence je več. Kot standardna metoda je uporabljen 
evglikemični clamp, ki pa ni primeren za večje klinične študije. Zato inzulinsko rezistenco 
določamo z različnimi matematičnimi modeli, med katere spadata tudi HOMAIR [19] (angl. 
homeostatic model assessment) in QUICKI (angl. quantitative insulin-sensitivity check index) 
[20]. Modela dobro korelirata z rezultati evglikemičnega clampa. Oba določita stanje IR na 
osnovi koncentracije inzulina in glukoze na tešče (Preglednica 2). 
 
Preglednica 2: Matematična modela za določanje inzulinske rezistence (IR). 
Matematični 
model 











log  (Io (µU/ml)) + log  (Go(mg/100ml))
 
> 0,31 
Io – koncentracija inzulina v krvi na tešče 
Go – koncentracija glukoze v krvi na tešče 
 
DEBELOST IN VNETJE 
Pri debelosti prihaja do vnetnih procesov v maščobnem tkivu in tudi v drugih organih. 
Maščobno tkivo v zdravem stanju deluje kot endokrini organ, ki ga poleg adipocitov sestavljajo 
različne imunske celice, ki skupaj vzdržujejo in uravnavajo integriteto in hormonsko 
občutljivost adipocitov [17]. V stanju debelosti naraste število makrofagov v maščobnem tkivu, 
natančneje M1-polariziranih makrofagov, ki k vnetnemu stanju pripomorejo z izločanjem 
citokinov, kot je TNF-α. Prav povišanje razmerja med makrofagi M1 in M2 je pokazatelj 
vnetnega procesa v maščobnem tkivu, ki ga povezujejo z razvojem inzulinske rezistence in 
metaboličnih bolezni [22]. Vnetni odziv v maščobnem tkivu, kjer so makrofagi efektorji, je 
kronični odziv, ki vključuje različne efektorske celice T, limfocite B in naravne celice ubijalke 
(NK-celice). Slednje sproščajo citokine, ki privabijo in aktivirajo provnetne makrofage M1 
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[23]. Podobno je v jetrnih celicah, kjer je v stanju debelosti prav tako povišano število 
makrofagov ter posredno kemokinov in citokinov, ki izzovejo inzulinsko rezistenco v 
hepatocitih [17,24]. Kaj natančno sproži vnetni proces pri debelosti, ni popolnoma jasno, 
sprožilci se razlikujejo od tkiva do tkiva. Debelost je močno povezana s povečanim številom 
kazalnikov vnetja v jetrih, medtem ko je bolj negotova povezava med debelostjo in kazalniki 
vnetja v maščobnem tkivu, skeletnih mišicah, trebušni slinavki in možganih. Potencialnih 
vzrokov za začetek vnetnih procesov je več, med njimi sta tudi prehrana in genetska 
predispozicija [17,25,26]. Med debelostjo se poveča tudi permeabilnost črevesne sluznice, kar 
privede do prehajanja bakterijskih lipopolisaharidov (LPS) iz črevesne svetline v kri, kar je 
natančneje opisano v nadaljevanju in je lahko povod za začetek vnetnih procesov. Naslednji 
možni vzrok je celična hipoksija, ki nastane po povečanju maščobnega tkiva, zaradi povečane 
porabe kisika v celicah. Vnetje se prične preko aktivacije genov za HIF1. Slabše izražanje gena 
za HIF1 v adipocitih namreč prepreči z debelostjo povezane vnetne procese in inzulinsko 
rezistenco [27]. Možni mehanizem nastanka MS je tudi mehanski stres v celicah maščobnega 
tkiva. Ob debelosti se adipociti povečajo, kar preoblikuje medcelični prostor v maščobnem 
tkivu in privede do mehanskega stresa ter posledično do vnetnega odgovora [28]. 
 
DISLIPIDEMIJA 
Debelost, inzulinsko rezistenco in diabetes tipa 2 pogosto spremlja dislipidemija, ki lahko 
vključuje različne motnje v ravni lipidov v krvi: povišano koncentracijo trigliceridov, povišano 
koncentracijo lipoproteinov nizke gostote (LDL-holesterol) in znižano koncentracijo 
lipoproteinov visoke gostote (HDL-holesterol). Pod dislipidemijo spada tudi povišana 
postprandialna koncentracija lipidov v krvi, ki kaže na moteno presnovo maščob po obroku 
[29]. Ključni mehanizem dislipidemije, povezane z debelostjo, je povišano sproščanje PMK iz 
maščobnega tkiva v jetra. Povišana vsebnost PMK v jetrih vpliva na povečanje sinteze 
holesterola zelo nizke gostote 1 (VLDL1), ki ovira lipolizo preko lipoproteinske lipaze (LPL) v 
maščobnem in mišičnem tkivu ter tako prispeva k povišanju koncentracije trigliceridov. Poleg 
tega povišana koncentracija VLDL inhibira lipolizo hilomikronov, kar dodatno prispeva k 
povišanju trigliceridov. Trigliceridi se nato transportirajo in kopičijo v jetrih. Povišana 
koncentracija trigliceridov vpliva tudi na povečano izmenjavo holesteril estrov med trigliceridi, 
VLDL-, HDL- in LDL-holesterolom preko holesteril ester prenašalnega proteina (CETP), pri 
čemer nastaneta s trigliceridi bogat LDL in HDL. Trigliceridi v LDL in HDL so nato 
hidrolizirani preko jetrne lipaze v majhne goste LDL (dsLDL) in majhne goste HDL (dsHDL). 
Zmanjšano koncentracijo HDL-holesterola in dsLDL povezujejo s povečanim tveganjem za 
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razvoj srčno-žilnih bolezni [9,29]. 
 
EPIDEMOLOGIJA IN ZDRAVLJENJE MS 
IDF ocenjuje, da ima MS okrog četrtina odrasle svetovne populacije [30], število ljudi s SBT2 
pa  je ocenjeno na 425 milijonov [31]. Razširjenost MS je geografsko pogojena, odvisna je od 
okolja, spola in etničnega izvora posameznika. Pojav MS je povezan tudi z višjim socialno-
ekonomskim standardom populacije, povečanim indeksom telesne mase (ITM) in življenjskim 
slogom s pomanjkanjem gibanja. Ocenjujejo, da povečanje telesne mase za ≥ 2,25 kg v obdobju 
16 let zviša tveganje za razvoj MS za 45 % [1,32], povečanje obsega pasu za 11 cm pa tveganje 
za razvoj MS v obdobju 5 let zviša kar za 80 % [1,33]. 
 
Pri osebah z diagnosticiranim MS je ključno spremljanje sindroma in njegovo zdravljenje z 
namenom preprečevanja razvoja kompleksnejših metaboličnih bolezni. Preventivno oz. 
primarno zdravljenje vključuje spremembo življenjskega sloga z izgubo telesne teže, povečano 
fizično aktivnostjo in zdravo prehrano [1,34]. Če se ob primarnem zdravljenju znaki MS ne 
izboljšajo, sledi farmakološko zdravljenje [1,35].  
 
Kot omenjeno, je za razvoj MS odločilna kombinacija dejavnikov okolja in genetskih 
dejavnikov [36]. Pomemben dejavnik okolja za razvoj MS in z njim povezanih bolezni je 
prehrana. Poleg tega ima prehrana tudi pomembno vlogo pri sestavi črevesne mikrobiote [37].  
 
2.2 Črevesna mikrobiota in gostitelj 
 
Črevesna mikrobiota odraslega človeka obsega okvirno 1014 bakterijskih celic, ki posredujejo 
več kot 5 milijonov genov, ki so v fiziološke procese gostitelja vključeni z različnimi 
biokemijskimi in metaboličnimi aktivnostmi. Komponente črevesne mikrobiote imajo namreč 
pomembno fiziološko vlogo, saj vplivajo na uravnavanje črevesne funkcije, metabolizem, 
vedenje, delovanje krvno-žilnega sistema, imunski sistem ter omogočajo oskrbo s hranili 
(razgradnja sicer neprebavljivih polisaharidov) in vitamini. Zaradi pomembne metabolične 
vloge lahko mikrobioto smatramo za samostojen človeški organ [38]. Seveda je korist 
vzajemna, saj gostitelj črevesni mikrobioti zagotavlja bogato okolje s hranili in konstantno 
temperaturo. Po drugi strani je to okolje zelo dinamično in hitro spremenljivo, saj je 
izpostavljeno vplivom gostiteljevega življenjskega sloga: vrsti prehrane, higieni, uporabi 
antibiotikov, kar močno vpliva na sestavo črevesne mikrobiote [38].  
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SESTAVA ČREVESNE MIKROBIOTE IN DISBIOZA 
Ustrezna sestava črevesne mikrobiote je pomembna za gostiteljevo zdravje. Še vedno pa iščemo 
odgovore na mnoga odprta vprašanja, preden bomo lahko črevesno mikrobioto opredelili kot 
zdravo oz. »ustrezno«: ali se moramo pri preučevanju mikrobiote in njenega vpliva na 
metabolične in druge motnje osredotočati na njeno sestavo na nivoju debel ali se spustiti na 
nivo posameznih rodov oz. vrst. Nekateri znanstveniki se sprašujejo, ali ni od preučevanja 
taksonomske sestave mikrobiote morda bolj relevantno preučevanje mikrobnih metabolitov in 
funkcije mikrobov v črevesu. Vprašanje je tudi, ali lahko z različnimi metodološkimi pristopi 
sploh pridemo do enakih oz. komplementarnih zaključkov. Vse kaže, da bo zgoraj navedeno 
predmet še mnogih raziskav v prihodnosti in možno je, da bodo nova dognanja iz tega področja 
spremenila naše razumevanje trenutno predpostavljenih mehanizmov delovanja in povezav 
med črevesno mikrobioto ter metabolizmom gostitelja [39]. 
 
Črevesno mikrobioto posameznika poleg arhej, virusov, gliv in praživali, sestavlja več kot tisoč 
bakterijskih vrst, od katerih so še mnoge slabo poznane in nekatere tudi neidentificirane. 
Številčno so v črevesu najbolj zastopane bakterije iz debel Firmicutes in Bacteroidetes. V 
manjših deležih pa so v črevesu zastopane bakterije iz debel Proteobacteria, Verrucomicrobia, 
Actinobacteris, Fusobacteria in Cyanobacteria [38]. Za zdravje neugodno sestavo črevesne 
mikrobiote imenujemo disbioza. Danes disbiozi med drugim pripisujejo povečanje prepustnosti 
črevesne bariere, povečan prehod mikrobnih in prehranskih antigenov iz črevesne svetline v 
sluznico ter aktivacijo imunskega odziva. Slednje povzroči motnje v prirojenem in 
pridobljenem imunskem odzivu, kar privede do kroničnega vnetnega procesa v črevesu 
(kronične vnetne črevesne bolezni, in sicer ulcerozni kolitis, Crohnova bolezen) [40] ali drugje 
v telesu (sladkorna bolezen, debelost) [41]. Do bolezenskih stanj pa lahko pride tudi zaradi 
nekaterih škodljivih metabolitov, ki jih proizvaja črevesna mikrobiota, npr. trimetilamina 
(TMA). Slednje so pokazali pri srčno-žilnih boleznih in nealkoholni maščobni bolezni jeter. 
TMA, ki nastaja z mikrobno biotransformacijo prehranskih maščob holina in fosfatidilholina, 
se v jetrih spremeni v aterogeno snov trimetilamin-N-oksid (TMAO), ki močno poveča tveganje 
za razvoj srčno-žilnih bolezni [42–44]. 
 
Številne raziskave poročajo o povezavah med mikrobno disbiozo in različnimi kroničnimi 
boleznimi, in sicer kroničnimi vnetnimi črevesnimi boleznimi [45,46], avtoimunskimi 
boleznimi [47], SBT2 [48,49], debelostjo [41,50,51], aterosklerozo [52,53], Alzheimerjevo 
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boleznijo [54] itd. Srčno-žilne bolezni, ki so najpogostejši vzrok prezgodnje smrti v Evropi in 
ZDA, ter druge metabolične motnje, kot je MS, prav tako korelirajo z neustrezno sestavo 
črevesne mikrobiote [55]. Mehanizmi, ki naj bi povezovali odgovorne bakterijske skupine in 
pojav navedenih motenj (Slika 3), pa so žal še nepojasnjeni in predmet mnogih trenutnih 
raziskav tega področja. 
 
Debelost je posledica neravnovesja med energijskim vnosom in porabo, ki se odraža kot 
prekomerno nalaganje maščobnega tkiva. Debelost in MS sta precej povezani bolezni z 
mnogimi skupnimi simptomi, pri katerih gre za splet motenj nalaganja maščobnega tkiva, 
delovanja inzulina in imunskega sistema [56,57]. Mnoge osebe imajo sicer ustrezen indeks 
telesne mase, a imajo druge motnje, značilne za MS, zato je MS definiran ločeno od debelosti. 
Da obstaja med debelostjo in specifično sestavo črevesne mikrobiote močna korelacija, 
potrjujejo številne raziskave na živalskih modelih [58,59] in pri ljudeh [51]. Ridaura in sod. 
[51] so s transplantacijo humane črevesne mikrobiote debelih oseb v vitke miške slednjim 
zvišali telesno maso ter povzročili nekatere spremembe, značilne za MS.  
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Slika 3: Povezava med črevesno mikrobioto in fiziološkimi procesi gostitelja. 
Povezave med nalaganjem maščob, vnetnimi procesi, inzulinsko rezistenco in disbiozo vodijo v razvoj 
raznih metaboličnih motenj, med drugim tudi v razvoj MS [60]. 
 
2.3 Komunikacija med črevesno mikrobioto in gostiteljem 
 
Črevesna mikrobiota na različne načine komunicira z gostiteljem; energetsko, glukozno in 
maščobno homeostazo uravnava preko različnih poti, in sicer preko endokrinega sistema, 
enteričnega ali centralnega živčnega sistema [61]. Črevesna mikrobiota je hkrati ključna za 
zagotavljanje stabilne črevesne pregrade, ki je tudi pomemben element v vzdrževanju 
homeostaze med gostiteljem in črevesno mikrobioto [62]. 
  
Gostitelj in mikrobiota medsebojno interakcijo vzpostavita preko imunskega sistema. 
Mikrobiota ima vlogo v razvoju imunskega sistema in obratno, imunski sistem vpliva na sestavo 
mikrobiote. Komunikacija, ki poteka med imunskim sistemom in črevesno mikrobioto, se 
nadalje vpleta tudi v druge fiziološke procese gostitelja ter v delovanje črevesa, jeter, mišic in 
možganov [63]. 
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Med presnovo s strani mikrobiote in gostitelja nastajajo različne aktivne komponente, kar 
omogoča dialog med različnimi mikrobnimi skupinami (sinteza substratov, zaznavanje celične 
gostote, sinteza prenašalcev) in tudi med gostiteljem ter mikrobnimi simbionti [63]. Ključni 
metaboliti črevesne mikrobiote so posamezno predstavljeni v nadaljevanju. 
 
POVEZAVA: ČREVESNA MIKROBIOTA-ČREVESNA PREGRADA-IMUNSKI SISTEM  
Črevesni epitelij sestavljajo različni tipi celic, ki jih prekriva sloj mucina. Skupaj z njim 
sestavljajo pregrado, ki ločuje z mikrobi in hranili bogato črevesno svetlino od pretežno 
sterilnega tkiva gostitelja. Matične celice in Panethove celice (sproščanje antimikrobnih 
peptidov) so na dnu črevesne kripte, medtem ko se enterociti (absorpcija hranil), Gobletove 
celice (sinteza mucina) in nevroendokrine celice nahajajo vzdolž črevesnih resic. Sloj mucina 
ima funkcijo filtra, njegova struktura pa je odvisna od sestave črevesne mikrobiote, saj že 
manjše spremembe v sestavi vplivajo na njegovo prepustnost [62,64]. Poleg številnih prej 
omenjenih koristi črevesne mikrobiote za gostitelja predstavljajo obenem konstanten izziv za 
gostiteljevo črevesno pregrado in vzdržujejo lokalni imunski sistem v stalni pripravljenosti. 
Produkti črevesne mikrobiote lahko delujejo neposredno na celice imunskega sistema in 
vplivajo na njihovo preživetje, aktivacijo ali pa se vežejo na receptorje, izražene na imunskih 
celicah (npr. preko GPR43). Produkti črevesne mikrobiote lahko poleg tega regulirajo 
integriteto črevesnega epitelija, kar vpliva na njegovo funkcijo pregrade in na izpostavljenost 
imunskega sistema gastrointestinalnim antigenom in tudi Tollu podobnim receptorjem 
(receptorji TLR). Poslabšana funkcija črevesne pregrade dopušča neustrezno aktivacijo 
imunskega sistema preko mikrobnih patogenih komponent (PAMP), kar je natančneje 
predstavljeno v poglavju o endotoksemiji [65]. 
 
POVEZAVA: ČREVESNA MIKROBIOTA-ŽIVČNI SISTEM 
Eden ključnih mehanizmov komunikacije med črevesno mikrobioto in gostiteljem poteka tudi 
preko enteričnega živčnega sistema (EŽS). Gastrointestinalni trakt je gosto oživčen z nevroni, 
ki so povezani s spinalnim in vagusnim aferentnim nitjem. Motnje občutka lakote oz. sitosti naj 
bi bile posledica povezave med črevesnimi hormoni, EŽS in mikrobnimi aktivnimi 
komponentami [66,67].  
 
Glukagonu podobni peptid 1 (GLP-1) in peptid YY (PYY) veljata za pomembna črevesna 
hormona, ki sta potencialno vključena v komunikacijo med mikrobioto in živčevjem. GLP-1 
izločajo črevesne L-celice, receptorji za GLP-1 pa so izraženi na nevronih EŽS [68]. GLP-1 je 
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torej neposredno povezan z EŽS, povezujejo pa ga tudi z vplivom na vnos hrane [69] in 
glukoznim metabolizmom [70]. Na povečano sproščanje hormona GLP-1 naj bi vplivali 
prebiotiki preko mikrobne fermentacije in proizvodnje KMK [71]. Tudi hormon PYY naj bi 
imel podobno vlogo pri porabi energije in zmanjševanju apetita. Vpliv na sproščanje le-tega naj 
bi imela črevesna mikrobiota preko receptorjev G-proteina (GPR43, GPR41) [72]. Hormon 
PYY naj bi deloval preko EŽS ali po endokrini poti, saj se receptorji za PYY nahajajo v globljih 
slojih črevesne sluznice in v mienteričnem pleksusu (vegetativni nevroni v mišični plasti 
črevesa) [73]. Izločanje omenjenih črevesnih hormonov torej uravnava apetit, črevesno 
pregrado in glukozno homeostazo (inzulinska občutljivost) preko neposredne interakcije z 
organi ali preko živčnega sistema [61]. 
 
AKTIVNI METABOLITI ČREVESNE MIKROBIOTE 
 
Kratkoverižne maščobne kisline 
Genom črevesne mikrobiote približno 100-krat presega človeški genom po številu genov [74]. 
Omenjena knjižnica genov nosi zapis za paleto metaboličnih aktivnosti, ki mikroorganizmom 
omogočajo prilagoditev na dinamično okolje gostitelja. Eni najpomembnejših produktov 
presnove črevesne mikrobiote so kratkoverižne maščobne kisline (KMK), ki se v gostiteljevo 
fiziologijo vpletajo v črevesu ali pa se absorbirajo v telo, kjer lahko vplivajo na energetsko 
homeostazo ter apetit preko organov maščobnega tkiva, jeter, mišic in možganskega tkiva. Iz 
telesa se jih le 5–10 % izloči v blatu [75]. KMK so hlapne maščobne kisline, med katerimi je 
največ ocetne, propionske in maslene kisline, ki predstavljajo kar 90–95 % celokupnih KMK v 
črevesu. Slednje so v največji meri produkti mikrobne fermentacije ogljikovih hidratov v 
črevesu, medtem ko so izomaslena, izovalerenska, in 2-metil-maslena kislina produkti 
beljakovinske fermentacije in predstavljajo le manjši delež celokupnih KMK. Največji delež 
KMK po vsebnosti pripada ocetni kislini. V vzorcih blata predstavlja slednja kar 50-odstotni 
delež celokupne koncentracije KMK [76].  
 
Bakterije črevesne mikrobiote sintetizirajo KMK po različnih metaboličnih poteh. Njihova 
pomembna biološka vloga je zmanjševanje pH v svetlini črevesa, kar inhibira rast patogenih 
mikroorganizmov in prispeva k povečanju absorpcije nekaterih hranil [77]. KMK se iz črevesne 
svetline absorbirajo in uporabljajo v različnih metaboličnih poteh gostitelja. Maslena kislina je 
pomemben vir energije za črevesne epitelijske celice. Večji delež maslene kisline 
metabolizirajo kolonociti [78]. Maslena kislina vpliva na produkcijo mucina, kar posredno 
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vpliva na adhezijo bakterij in izboljšanje integritete črevesne bariere [79]. Manjši delež maslene 
kisline ter večina propionske in ocetne kisline pa se absorbirata ter preko portalne vene prideta 
do jeter, kjer se te kisline metabolizirajo [80]. Po presnovi v jetrih se KMK vpletajo v različne 
presnovne poti ogljikovih hidratov in maščob: propionska kislina naj bi se vpletala v 
glukoneogenezo, ocetna in maslena kislina pa v biosintezo maščob. KMK so zato pomembne 
komponente pri preučevanju kontrole razvoja MS. Maslena kislina in propionska kislina imata 
večjo vlogo pri preprečevanju razvoja MS v primerjavi z ocetno kislino ter vplivata na 
sproščanje črevesnih hormonov [75,81]. KMK prepoznavajo specifični G-proteinski receptorji 
(GPR43 in GPR41), ki so izraženi na površini enteroendokrinih celic, kot so L-celice, ki 
sintetizirajo GLP-1, GLP-2 in PYY. G-proteinski receptorji so izraženi tudi na drugih tkivih in 
celicah (imunske celice, endokrine celice, adipociti) [61] ter na senzoričnih in avtonomnih 
ganglijih [82]. Trenutne raziskave namreč kažejo, da imajo KMK pomembno povezovalno 
vlogo med črevesjem in možgani [61]. Črevesni hormoni nato vplivajo na vnos hrane in 
povečanje energijske porabe [83].  
 
KMK se preko receptorjev G-proteina (GPR43 in GPR41) vključujejo tudi v aktivacijo celic 
imunskega sistema in posredno uravnavajo vnetne procese v črevesu [65]. Miši, ki niso imele 
gena za GPR43, so imele znatno spremenjene imunske odzive v primerjavi s kontrolnimi mišmi 
[84]. Opisani mehanizmi so potrjeni le na živalskih modelih, zato so potrebne nadaljnje 
raziskave na humani populaciji. 
 
Žolčne kisline 
Drugi pomembni produkti mikrobne fermentacije so sekundarne žolčne kisline. Primarne 
žolčne kisline se sintetizirajo v jetrih iz holesterola ter shranjujejo v žolčniku. Med obrokom se 
žolčne kisline sproščajo v tanko črevo, kjer sodelujejo pri prebavi ter absorpciji maščob in 
lipofilnih vitaminov. Ob prihodu v črevo bakterije z dekonjugacijo in hidrolizo primarne žolčne 
kisline spremenijo v sekundarne. Približno 90 % žolčnih kislin se v ileumu (vitem črevesu) 
reabsorbira in vrne v jetra (enterohepatično kroženje) [39,85]. 
 
Živčni prenašalci ali nevrotransmitorji 
Zadnje pomembne molekule v komunikaciji med črevesjem in možgani so živčni prenašalci. 
Večina živčnih prenašalcev, ki jih najdemo v črevesu, se nahaja tudi v možganih [86]. Črevesna 
mikrobiota naj bi uravnavala koncentracijo živčnih prenašalcev v perifernem živčevju in 
možganih, in sicer z neposredno produkcijo/porabo metabolitov ali uravnavanjem gostiteljevih 
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biosinteznih poti [86]. Živčni prenašalec serotonin (5-HT) je sintetiziran v možganih in 
enterokromafinih črevesnih celicah, vendar nekatere raziskave potrjujejo, da določene črevesne 
bakterije spodbujajo nastanek 5-HT s povečanjem ekspresije mRNK in proteinov za triptofan 
hidrolazo (pomemben encim pri sintezi 5-HT [87,88]). Triptofan je pomembna aminokislina, 
ki jo dobimo s prehrano, in prekurzor serotonina. Črevesne bakterije lahko neposredno 
metabolizirajo triptofan in zmanjšujejo njegovo dostopnost za gostitelja ali pa ga metabolizirajo 
v indol. Ta pa se lahko tudi vključuje v kontrolo sproščanja GLP-1 in kontrolo apetita. Po drugi 
strani pa lahko nekatere bakterije sintetizirajo triptofan ali celo sintetizirajo serotonin iz 
triptofana [89].  
 
Črevesne bakterije sintetizirajo tudi druge aktivne komponente, ki lahko sodelujejo pri 
komunikaciji med črevesjem in možgani, kot so: gamaaminomaslena kislina (GABA), ki jo 
proizvajajo določene vrste iz rodov Lactobacillus in Bifidobacterium [90], NO (dušikov oksid) 
[91] in druge [39,61]. 
 
ENDOTOKSEMIJA 
Z neustrezno sestavo črevesne mikrobiote je povezana večja prepustnost črevesnega epitelija, 
kar lahko privede do prenosa bakterij, bakterijskih komponent in metabolitov iz črevesne 
svetline v telo. Imunski sistem gostitelja je pomemben mehanizem za prepoznavanje in kontrolo 
sestave črevesne mikrobiote. V črevesnem epiteliju so za slednje odgovorni na površini ali 
citoplazmi izraženi proteini – receptorji za prepoznavo vzorcev (receptorji PRR), ki so ključne 
komponente začetne faze imunskega odziva. Med slednje spadajo NOD-u podobni (NLR) in 
Tollu podobni receptorji (TLR) [92]. Izraženi so na membranah na celični površini, v lizosomih 
ali citosolu in prepoznavajo različne mikrobne patogene komponente (PAMP), kot so 
lipopolisaharidi (LPS), peptidoglikani, lipotehoična kislina, flagelin, muramil dipeptid ali 
gostiteljeva poškodovana tkiva [92,93]. V črevesni sluznici je prisotnih tudi veliko število 
imunskih celic in tudi interakcije med mikroorganizmi in imunskim sistemom lahko vplivajo 
na uravnavanje metabolizma glukoze in maščob. LPS po Gramu negativnih bakterij povzroča 
vnetje nizke stopnje preko mehanizmov signalizacije med mikroorganizmi in imunskim 
sistemom (TLR-14, CD14), ki posledično vodi v razvoj inzulinske rezistence [41,94]. Visoka 
koncentracija LPS v organizmu je stanje endotoksemije, ki je značilno za ljudi z diabetesom in 
debelostjo. Podoben odziv izzovejo tudi druge PAMP [41,93]. Poleg tega lahko v stanjih s 
povečano črevesno permeabilnostjo zaradi disbioze črevesni bakterijski metaboliti neposredno 
vplivajo na živčni sistem. Izpostavljenost večji koncentraciji LPS je povzročila povečanje 
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prehranskega vnosa pri podganah, kar naj bi bila posledica signalizacije leptina [95], ki kaže, 





Slika 4: Mehanizmi interakcij med črevesno mikrobioto (ČM) in gostiteljem. 
ČM proizvaja različne metabolite, ki so po kemijski strukturi podobni gostiteljevim: NO – dušikov 
oksid, GABA – gamaaminomaslena kislina, 5-HT – serotonin, KMK – kratkoverižne maščobne kisline, 
ŽK – žolčne kisline. Te komponente se lahko vežejo na specifične receptorje (jedrni ali membranski 
receptorji) na različnih gostiteljevih celicah ter povzročijo sproščanje drugih signalov, kot so črevesni 
peptidi: glukagonu podobni peptid 1 (GLP-1) in peptid YY (PYY), ki vplivata na metabolizem gostitelja 
preko krvnega ali živčnega sistema. Pri disbiozi postane črevesna stena permeabilna in omogoča prehod 
bakterijskih lipopolisaharidov (LPS) v kri, kar povzroča vnetje nizke stopnje v jetrih, maščobnem tkivu 
in mišicah. Endotoksini lahko vplivajo na spremembo delovanja enteričnega živčnega sistema in 
vplivajo na uravnavanje apetita. 
 
2.4 Dejavniki, ki vplivajo na sestavo črevesne mikrobiote  
 
Na sestavo črevesne mikrobiote odraslega človeka vpliva več dejavnikov (Slika 5). Genetski 
zapis gostitelja naj bi imel po novejših podatkih sorazmerno majhen vpliv na sestavo črevesne 
mikrobiote [96] v primerjavi z drugimi dejavniki. Sestava črevesne mikrobiote odraslega 
človeka je sorazmerno stabilna – a se med posamezniki precej razlikuje –, medtem ko se pri 
novorojenčkih in starejših osebah bolj spreminja [97]. Pri novorojenčkih je začetna sestava 
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mikrobiote odvisna od načina poroda (vaginalni ali carski rez) in načina prehrane. 
Novorojenčki, rojeni s carskim rezom, imajo začetno stanje črevesne mikrobiote bolj podobno 
sestavi mikrobiote materine kože, medtem ko imajo novorojenčki, rojeni vaginalno, več 
značilnosti materine vaginalne in črevesne mikrobiote [63]. V starosti se skupaj z značilnimi 
fiziološkimi spremembami spremeni tudi sestava črevesne mikrobiote. V splošnem naj bi 
narastel skupni delež anaerobnih bakterij, spremenilo naj bi se razmerje bakterijskih debel 
Bacteroidetes : Firmicutes in zmanjšala zastopanost bifidobakterij [63,98]. 
 
Poleg internih, gostiteljevih dejavnikov imajo velik vpliv na sestavo črevesne mikrobiote tudi 
dejavniki okolja. Pri slednjih je treba izpostaviti zdravljenje z antibiotiki, telesno aktivnost [99] 





Slika 5: Dejavniki, ki vplivajo na sestavo črevesne mikrobiote. 
 
PREHRANA IN SESTAVA ČREVESNE MIKROBIOTE 
Prehrana je eden ključnih dejavnikov, ki vplivajo na sestavo črevesne mikrobiote. To potrjuje 
raziskava, v kateri so primerjali sestavo črevesne mikrobiote med populacijama otrok iz ruralne 
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afriške vasi v Burkini Faso in populacije otrok iz zahodne Evrope. Prehrana v Burkini Faso je 
preprosta, z visoko vsebnostjo vlaknin in je podobna prehrani v obdobju začetkov poljedelstva. 
Razlike v sestavi črevesne mikrobiote med populacijama so bile v večji pestrosti, povišanem 
številu bakterij iz debla Bacteroidetes in zmanjšanem številu bakterij iz debla Firmicutes pri 
populaciji otrok iz Burkine Faso. Poleg tega so bile pri tej populaciji močno zastopane bakterije 
iz rodu Prevotella in iz rodu Xylanibacter, za katere je znano, da imajo velik nabor genov, 
zadolženih za hidrolizo celuloze in ksilana. Za populacijo iz Burkine Faso je bila značilna tudi 
večja vsebnost kratkoverižnih maščobnih kislin. Predpostavljajo, da pestra sestava črevesne 
mikrobiote otrok iz Burkine Faso omogoča maksimalen energijski izplen prehrane, bogate z 
vlakninami, zavira vnetne procese in omogoča zaščito pred nenalezljivimi črevesnimi obolenji 
[100].  
 
Kot že omenjeno, je sestava črevesne mikrobiote pri novorojenčkih zelo spremenljiva in nanjo 
vpliva veliko dejavnikov, kot so tip poroda, dojenje in zdravljenje z antibiotiki. Velik preskok 
v sestavi črevesne mikrobiote pri novorojenčkih predstavlja prehod z dojenja oz. z mlečne na 
mešano prehrano, ki vključuje tudi vnos neprebavljivih ogljikovih hidratov. Ob spremembi 
prehrane so spremembe v sestavi črevesne mikrobiote velike, čeprav je sprememba odvisna 
tudi od začetnega stanja [101]. Pri treh letih naj bi se sestava črevesne mikrobiote stabilizirala 
in približala stanju pri odraslem človeku, kjer je sestava stabilna do starosti. Slednje velja le ob 
odsotnosti dolgoročnih sprememb v prehrani, z boleznimi povezane disbioze ali daljše uporabe 
antibiotikov [102]. 
 
Sestava črevesne mikrobiote odraslega človeka je stabilna, vendar so številne raziskave 
pokazale, da nanjo vplivajo tako dolgoročne kot tudi kratkoročne prehranske spremembe. V 
primeru kratkoročne prehranske intervencije se sestava mikrobiote hitro povrne v primarno 
stanje. Walker in sod. [103] so preučevali, kako uživanje rezistentnega škroba (škrob, ki ga 
črevesna mikrobiota lahko prebavi, gostitelj pa ne) ali pšeničnih otrobov vpliva na sestavo 
črevesne mikrobiote. V navzkrižni študiji so preiskovanci uživali enake deleže beljakovin, 
maščob in ogljikovih hidratov ter različni vrsti vlaknine. Spremembe v sestavi so bile opazne 
že po 3–4 dneh intervencije, vendar je bil vpliv posameznika na sestavo črevesne mikrobiote 
večji od vpliva vrste vlaknine [103]. Pri drugi študiji so ugotovili, da lahko prehranske 
spremembe na rastlinski osnovi hitro, vendar le kratkoročno vplivajo na sestavo črevesne 
mikrobiote. Opazili so povišanje števila bakterij iz rodu Roseburia, Agathobacter rectalis, 
Ruminococcus bromii ali povišanje števila bakterij iz rodov Alistipes, Bilophila in Bacteroides 
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pri prehrani živalskega izvora [104]. Stabilna sprememba sestave črevesne mikrobiote pa 
zahteva dolgotrajno prehransko intervencijo skozi več generacij. Raziskava Sonnenburga in 
sod. [105] na miših je pokazala, da se zmanjšana pestrost mikrobiote, ki je posledica prehrane 
z nizko vsebnostjo vlaknin, ne povrne v prvotno stanje znotraj ene generacije, temveč potrebuje 
dolgotrajnejšo izpostavljenost kombinaciji manjkajočih bakterijskih skupin in vlaknin skozi več 
generacij [105].  
 
Na podlagi metaanalize prehranskih študij v povezavi s črevesno mikrobioto sta Simpson in 
Campbell [106] povzela, da je prehrana, ki je značilna za ruralna področja in ki temelji na sadju, 
stročnicah ter rastlinskih vlakninah, povezana z večjo pestrostjo črevesne mikrobiote, kjer 
prevladujejo bakterije iz rodu Prevotella v primerjavi z bakterijami iz rodu Bacteroides. 
Obratno razmerje bakterij iz rodov Prevotella in Bacteroides pa je značilno za prehrano 
zahodnega razvitega sveta z visoko vsebnostjo sladkorja, maščob ter manjšo vsebnostjo sadja 
in rastlinskih vlaknin. Zahodni tip prehrane zmanjšuje tudi število potencialno koristnih bakterij 
iz debla Firmicutes (bakterijska skupina Roseburia/Eubacterium, Faecalibacterium sp.), ki so 
tudi odgovorne za produkcijo kratkoverižnih maščobnih kislin [106].  
 
Glede na ugotovitve, da je na sestavo črevesne mikrobiote možno učinkovito vplivati [104], so 
raziskovalci prišli do ideje, da lahko posredno, in sicer preko mikrobiote, vplivamo na 
izboljšanje določenih bolezenskih stanj. Prehrana je eden ključnih dejavnikov, s katerimi lahko 
spreminjamo sestavo črevesne mikrobiote, zato je veliko raziskav usmerjenih v preučevanje 
vpliva specifične diete ali prehranske učinkovine na sestavo črevesne mikrobiote in na 
zdravstveno stanje preučevanih ljudi oz. živali. Največ pozornosti pri preučevanju vpliva diete 
na sestavo črevesne mikrobiote so namenili preučevanju različnih polisaharidov, vlaknin, 
beljakovin, lipidov in drugih bioaktivnih snovi, kot so fenolne komponente [107]. 
 
2.5 Molekularne metode za analizo sestave črevesne mikrobiote  
 
KVALITATIVNE MOLEKULARNE METODE 
Kvalitativne molekularne metode za namene profiliranja mikrobnih združb so bile primarno 
razvite za preučevanje bakterijske vloge in pestrosti v zemlji. Najpogosteje uporabljene metode 
so: gelska elektroforeza v gradientu denaturanta (DGGE), gelska elektroforeza v gradientu 
temperature (TGGE), polimorfizem dolžine končnih restrikcijskih fragmentov (T-RFLP) in 
druge. Čeprav se omenjene metode med seboj razlikujejo, je vsem skupno, da izkoriščajo iste 
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značilnosti DNK za razlikovanje med bakterijskimi skupinami. DGGE in TGGE ločujeta 
fragmente DNK enakih velikosti, ki pa imajo različno nukleotidno sestavo in posledično 
drugačne lastnosti taljenja DNK v elektroforetskem gelu ob prisotnosti denaturanta. Tako se pri 
TGGE fragmenti ločujejo na podlagi gradienta temperature v gelu, pri DGGE pa na podlagi 
gradienta kemijskih denaturantov v gelu. Glavne slabosti teh tehnik so, da so primerne le za 
kvalitativno primerjavo, niso pa dovolj občutljive za opredeljevanje manj številčnih 
bakterijskih skupin znotraj mikrobne združbe [108]. 
 
KVANTITATIVNE MOLEKULARNE METODE 
Profiliranje mikrobnih združb v okoljskih vzorcih z zgoraj omenjenimi metodami ne omogoča 
opazovanja kvantitativnih sprememb v mikrobni združbi. Kvalitativnim metodam je tako sledil 
razvoj metod in postopkov, kot je verižna reakcija s polimerazo v realnem času (RT-PCR), ki 
omogočajo preučevanje zastopanosti specifičnih bakterijskih skupin oz. vrst v kompleksnih 
vzorcih. RT-PCR spremlja količino pomnožene DNK v realnem času preko proporcionalnega 
povečanja fluorescence. S pomočjo specifičnih začetnih oligonukleotidov in DNK-vezavnega 
barvila lahko določamo število tarčnih bakterij v vzorcih [109].  
 
SEKVENCIRANJE NASLEDNJE GENERACIJE (NGS) 
Sekvenciranje naslednje generacije omogoča natančnejšo analizo kompleksnega okolja 
črevesne mikrobiote. Metode NGS so omogočile vpogled v pestrost mikrobnih združb na 
posameznih mestih v telesu (koža, ustna votlina, črevo itd.) in primerjavo med posamezniki, 
med zdravim in bolezenskim stanjem, ter s tem razkrile številne neznanke, ovrgle obstoječe 
domneve in odprle nova vprašanja [110]. 
 
Leto 2005 je bilo prelomno na področju sekvenciranja, saj je metoda pirosekvenciranja postala 
komercialno dostopna in pričela novo obdobje preučevanja genomskih analiz, imenovanih 
sekvenciranje naslednje generacije. Razvitih je več metodologij, ki se razlikujejo v kemijskih 
posebnostih in konfiguracijah, vendar imajo skupen tehnološki model. Sekvenciranje poteka 
prostorsko ločeno, na klonsko pomnoženih matricah DNK ali posameznih molekulah DNK, in 
sicer paralelno ter v masovnih okvirih. Rezultat ponavljajočih se cikov nukleotidnega 
podaljševanja s strani polimeraze je velika količina sekvenciranih podatkov. Trenutno 
uporabljene platforme so: Roche/454 Life Sciences, Illumina/Solexa, Applied 
Biosystems/SOLiD in Helicos Biosciences/single-molecule sequencing [111]. 
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Po dobrem desetletju intenzivnega preučevanja z metodami NGS so se odprla številna 
vprašanja, predvsem z vidika eksperimentalnih pristopov raziskav in statistične obdelave 
obsežnih količin podatkov. Če se osredotočimo na preučevanje mikrobioma, so tukaj za 
reprezentativne in primerljive rezultate med študijami pomembni široko uporabna in robustna 
zasnova študije, standardizirane metode ter upoštevanje vseh okoljskih dejavnikov [112]. 
Standardizacija postopkov za pridobivanje in analizo podatkov hitro napreduje. Nova 
priporočila so tudi glede biomarkerjev zdravega ali bolezenskega stanja v povezavi s sestavo 
črevesne mikrobiote [113]. Hitro napreduje tudi razvoj na področju računalniškega analiziranja 
podatkov o sestavi in analiziranja podatkov na nivoju multiomike [112]. 
 
2.6 Prehranske vlaknine   
 
Prehranske vlaknine so bile v zadnjih 50 letih predmet mnogih raziskav, ki preučujejo njihove 
fizikalne in kemijske lastnosti ter učinke na zdravje. Na podlagi raziskav so na populacijski 
ravni določene različne smernice in priporočila uživanja prehranskih vlaknin. Učinki uživanja 
prehranskih vlaknin so odvisni od tipa vlaknine, vendar velja, da vlaknine v splošnem 
pripomorejo k zdravju in preprečevanju nastanka številnih metaboličnih motenj [114].  
 
Presnova ogljikovih hidratov je kompleksen proces, prepleten z encimatskim delovanjem in 
anaerobno fermentacijo, ki jo izvajajo črevesni mikroorganizmi. Večina s strani gostitelja 
prebavljivih ogljikovih hidratov se presnovi v tankem črevesu, medtem ko se ogljikovi hidrati, 
ki jih gostitelj ne more prebaviti, presnovijo z mikrobno fermentacijo v debelem črevesu [115].  
 
Definicij prehranskih vlaknin (PV) je več. Codex Alimentarious Commission jih je definiral 
kot polimere ogljikovih hidratov1 s tremi ali več monomernimi enotami, ki ne morejo biti 
prebavljene ali absorbirane v tankem črevesu človeka. PV tako vključujejo naslednje ogljikove 
hidrate [114]:  
- užitne polimere ogljikovih hidratov, naravno prisotne v sadju, zelenjavi in žitih, 
- polimere ogljikovih hidratov, pridobljene iz užitnih surovin s pomočjo fizikalnih, kemijskih 
ali encimskih postopkov, ki imajo dokazan fiziološki vpliv na zdravje, in 
- sintetične polimere ogljikovih hidratov, ki imajo dokazan fiziološki vpliv na zdravje. 
 
 
1 Če so polimeri ogljikovih hidratov pridobljeni iz naravnih virov, lahko slednji vsebujejo dele lignina in/ali drugih 
komponent rastlinskih celičnih sten. Slednjih ne uvrščamo v definicijo PV [114]. 
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PV lahko na podlagi njihovih kemijskih (strukturnih) lastnostih delimo na oligosaharide in 
polisaharide, na podlagi fizikalno-kemijskih lastnosti na vodotopne in netopne vlaknine oz. po 
viskoznosti ter glede na fiziološke lastnosti na fermentabilne in nefermentabilne [114]. PV so 
lahko hidrolizirane in fermentirane le s pomočjo delovanja mikrobiote črevesu. Povečana 
fermentacija in produkcija KMK, ki je sorazmerna z zaužito količino PV, vpliva na pH v 
črevesu in čas prehoda vsebine skozi črevo (t. i. tranzitni čas) ter posredno na absorpcijo hranil 
[116,117]. Konsistenca blata močno korelira s tranzitnim časom [118]. Večina zaužitih 
naravnih PV pride v telo v kompleksni, netopni obliki skupaj z ostalimi rastlinskimi 
komponentami in delci škroba. Razgradnja te kompleksne strukture je zato odvisna od bakterij, 
ki so sposobne vezave na substrat in imajo ustrezne encime za razgradnjo [119,120]. 
 
PREBIOTIKI 
Prva definicija prebiotikov, ki sta jo leta 1995 postavila Gibson in Roberfroid [121] in je veljala 
nadaljnjih 15 let, je kot prebiotik označila neprebavljivo prehransko komponento, ki selektivno 
spodbuja rast ene bakterijske skupine v črevesu ali rast omejenega števila le-teh in tako ugodno 
vpliva na gostiteljevo zdravje [121]. Koncept prebiotikov izhaja iz probiotikov. Slednji so živi 
mikroorganizmi, ki ob ustreznem številu pozitivno vplivajo na gostiteljevo zdravje [122]. 
Vendar definiciji za prebiotike in probiotike nista več tako enoznačni, saj raziskave s tega 
področja potrjujejo, da so povezave med gostiteljem in črevesno mikrobioto preveč 
kompleksne, da bi lahko jasno definirali učinke prebiotikov in probiotikov. Če se osredotočimo 
le na delovanje prebiotikov, bi na podlagi zgoraj omenjene definicije mednje lahko uvrstili le 
nekaj polisaharidov, kot so fruktooligo saharidi (FOS), galaktooligo saharidi (GOS) in 
laktuloza. Bindels in sod. [123] priporočajo bolj odprto definicijo prebiotikov, ki bi kot učinke 
uživanja prebiotikov upoštevala tudi druge vplive na črevesno mikrobioto, ki so relevantni za 
fiziologijo gostitelja in vključujejo: pestrost črevesnega ekosistema, razširjeno skupino 
relevantnih skupin mikroorganizmov ter proizvajanje KMK. Predlagana je nova definicija 
prebiotikov: »Prebiotik je prehranska komponenta, ki je gostitelj ne more prebaviti in ki s 
presnovo s strani črevesnih mikroorganizmov uravnava sestavo in/ali aktivnost črevesne 
mikrobiote, kar ima pozitivne fiziološke učinke za gostitelja [44,123]«. Avtorji predlagajo, da 
bi na podlagi razširjene definicije lahko razširili skupino bioaktivnih učinkovin s prebiotičnim 
delovanjem, kot so rezistentni škrob, pektin, arabinoksilani in druge prehranske vlaknine, ki 
povzročijo določene spremembe v črevesni mikrobioti. Poleg slednjega bi se moral povečati 
tudi nabor za gostitelja potencialno relevantnih mikroorganizmov in se ne omejiti le na 
zastopanosti bakterijskih skupin iz rodov Bifidobacterium in Lactobacillus [123]. Določene 
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bakterijske skupine, kot so Faecalibacterium prausnitzii, Prevotella sp., Bifidobacterium sp., 
Dialister sp. in Veillonella, se tudi pogosto odzovejo na dieto, bogato z vlakninami [106]. 
 
Prehranske vlaknine in prebiotiki privedejo do primerljivih funkcionalnih učinkov, kot so 
povečana produkcija kratkoverižnih maščobnih kislin ter uravnavanje maščobnega in 
glukoznega metabolizma. Zato je tudi težko trditi, da je fiziološki učinek delovanja prehranske 
vlaknine posledica vlaknine same ali je posledica delovanja črevesne mikrobiote [124].  
 
Preglednica 3 prikazuje nekatere klinične raziskave, v katerih so preučevali učinek uživanja 
prehranskih vlaknin ali prebiotikov na sestavo črevesne mikrobiote. Zaradi razhajanja metod, 
uporabljenih v študijah, smo v razpredelnico vključili le tiste, v katerih sestavo črevesne 
mikrobiote spremljajo z metodami NGS. 
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Preglednica 3: Humane prehranske raziskave, ki preučujejo vpliv prehranske vlaknine ali kombinacije le-teh na sestavo črevesne 
mikrobiote (analiza sestave črevesne mikrobiote s sekvenciranjem nove generacije). 










Polnozrnata žita (kombinacije vlaknin, probiotikov, prebiotikov) 
Polnozrnati ječmen 18,7 g 28 zdravih 
preiskovancev 
4 tedne 454 
pirosekvenciranje 
↑ diverziteta, ↑ Blautia, manjši ↑ pri 
Roseburia, Bifidobacterium, Dialister 
[125] 
 
Ječmenove vlaknine  39 debelih 
preiskovancev 
3 dni Illumina 
NextSeq500 




riža in polnozrnatega 
ječmena 
11,5 g 28 zdravih 
preiskovancev 
 
4 tedne 454 
pirosekvenciranje 





40 g 19 zdravih 
preiskovancev 
5 dni 
 (6 tednov) 
454 
pirosekvenciranje 
↑ vrstna bogatost 
(pri preiskovancih z manjšo bogatostjo) 
[127] 











10 g 53 debelih 
preiskovank 
6 tednov Metagenomska 
analiza (SOLiD) 
↑ Bilophila wadsworthia, 
↑ Parabactweroides merdae,  
↑ Parabacteroides johnsonii 
[129] 
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20,7 g RSII, 




(skupno 64 g) 
19 preiskovancev z 
MS 
4 tedne Illumina MiSeq ↓ diverziteta, ↑ Bifidobacterium, 
↓ Bacteroides, ↓ Parabacteroides, 
↓ Butyricimonas, ↓ Odoribacter, 
↓ Paraprevotella 
[130] 
Inulin in oligosaharidi 
Inulin (agava) 0,5 g, 5,0 g 




3 tedne Illumina MiSeq ↑ Bifidobacterium adolescentis, B. 
longum, B. pseudolongum, 
Fecalibacterium, ↓ Desulfovibrio, 





0 g, 2,5 g, 5 
g, 10 g 
18 zdravih 
preiskovancev 
12 tednov 454 
pirosekvenciranje 
↑ Bifidobacterium, ↓ Bacteroides sp., 
↓ Firmicutes (nekateri preiskovanci)  
[132] 
 
Inulin 16 g 34 zdravih 3 tedne Illumina MiSeq ↑ Bifidobacterium, ↑ Faecalibacterium, 






Rezistentni škrob IV 33 g 10 zdravih 
preiskovancev 
3 tedne 454 
pirosekvenciranje 
↑ Actinobacteria, ↑ Bacteroidetes, 
↓ Firmicutes, ↑ Bifidobacterium 
adolescentis, ↑ Parabacteroides 
Velikonja A. Vpliv uživanja betaglukanov … pri osebah z metaboličnim sindromom.  







      
Betaglukani 
(visokomolekulski) 
3 g 19 preiskovancev z 
nekoliko povišanim 
holesterolom 
5 tednov Illumina MiSeq ↑ Bacteroidetes, ↓ Firmicutes, 
↑ Bacteroides, potencialno ↑ Prevotella, 
↓ Dorea 
[135] 
Betaglukani 3 g  26 zdravih 
preiskovancev 
2 meseca 454 
pirosekvenciranje 
↑ Clostridiaceae, ↑ Roseburia hominis, 
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2.7 Betaglukani  
 
Betaglukani so kemijsko heterogena skupina neškrobnih polisaharidov, ki so pogosto prisotni 
v bakterijah, algah, glivah in rastlinah. Pretežno so komponente celične stene ali opravljajo 
druge biološke funkcije [137]. Pri žitih, npr. ječmenu, ovsu, rži in pšenici, so ena glavnih 
komponent endosperma in aleuronske ovojnice. Pri ovsu in ječmenu so betaglukani v 
endospermu, pri pšenici pa v aleuronski ovojnici. Od mesta prisotnosti betaglukanov je odvisen 
tudi način izolacije in koncentriranja betaglukanov [138]. Ječmen ali oves imata največjo 
vsebnost betaglukanov z 2–14 % na suho težo [137]. Betaglukani žit so polisaharidi, sestavljeni 
iz linearno povezanih glukoznih enot z vezmi β-(1-3) in β-(1-4), in sicer v razmerju 30 proti 
70 %. So raznolika skupina polisaharidov, ki se med seboj razlikujejo glede na velikost, topnost, 
in molekularno strukturo [139]. Betaglukanom različnih vrst žit je skupna splošna molekularna 
sestava, med seboj pa se razlikujejo na podlagi razmerja vezi β-(1-3) in β-(1-4), razmerja tetra- 




Slika 6: Molekularna struktura betaglukanov. 
 
Razmerje 3-celuloznih in 4-celuloznih enot se razlikuje med ječmenom (2,3 : 3,4), ovsom (1,5 
: 2,3) in pšenico (3 : 4,5) ter je obratno sorazmerno s topnostjo posameznih polimerov. Najmanj 
so topni pšenični betaglukani [140]. Fizikalne, kemijske, strukturne in reološke lastnosti, kot so 
topnost, viskoznost ter želatinizacija betaglukanov, so pomembne, ker vplivajo na njihovo 
bioaktivno ter funkcionalno delovanje. Betaglukanom so na podlagi več študij pripisali 
hipoglikemične in hipoholesterolne učinke, vendar mehanizmi njihovega delovanja še vedno 
niso popolnoma pojasnjeni [141,142]. V nadaljevanju je zbran pregled objav o učinkih 
betaglukanov na uravnavanje holesterola, sladkorja v krvi in vplivih na druge parametre ter ne 
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nazadnje na sestavo črevesne mikrobiote.  
 
BETAGLUKANI IN URAVNAVANJE SLADKORJA V KRVI 
Uživanje betaglukanov je v več kliničnih raziskavah znižalo koncentracijo postprandialne 
glukoze in inzulina v krvi [143–151]. Metaanaliza, ki sta jo opravila Tiwari in Cummins [152], 
je vključila 49 študij, povezanih z uravnavanjem sladkorja v krvi z betaglukani. Ta analiza je 
pokazala, da se koncentracija sladkorja v krvi v povprečju zmanjša za 2,58 mmol/L. Sicer se 
rezultati študij med seboj precej razhajajo, kar je posledica razlik med preiskovanci in razlik v 
uporabljenih metodah v posameznih študijah [152]. Kasneje so Shen in sod. [153] napravili 
metaanalizo randomiziranih kontroliranih raziskav, ki preučujejo vpliv uživanja ovsenih 
betaglukanov pri bolnikih s SBT2. Vanjo so vključili le 4 ustrezne študije, a pokazali, da 2,5–
3,5 g ovsenih betaglukanov v obdobju 4–8 tednov značilno znižuje koncentracijo sladkorja na 
tešče in koncentracijo glikoziliranega hemoglobina. Koncentracija plazemskega inzulina na 
tešče se ni značilno znižala [153]. Sicer so raziskave, ki vključujejo bolnike s SBT2, pokazale 
bolj konstantne rezultate v povezavi z uživanjem betaglukanov ter uravnavanjem 
postprandialne glukoze in inzulina v krvi v primerjavi z raziskavami, ki so preučevale učinke 
na zdravi populaciji [154]. 
 
V živalskih modelih so pokazali ugoden vpliv na uravnavanje glukoze po 6 tednih uživanja 
betaglukanov pri podganah Zucker Diabetic Fatty [155]. Večina kliničnih raziskav potrjuje le 
učinek na postprandialno koncentracijo glukoze, ne pa tudi korelacije med uživanjem 
betaglukanov in dolgoročnim uravnavanjem glukoze v krvi [152]. Kovatcheva-Datchary in sod. 
[126] so poročali, da uživanje ječmenovega kruha ugodno vpliva na koncentracijo 
postprandialne glukoze, vendar se odziv med posamezniki razlikuje. Nadaljnje so primerjali 
sestavo črevesne mikrobiote preiskovancev, ki so se odzvali na prehransko intervencijo z 
znižanjem postprandialne glukoze in tistimi, ki se niso odzvali na intervencijo. Preiskovanci z 
ugodnim glukoznim odzivom so imeli večjo zastopanost bakterij iz rodu Prevotella, kar 
nakazuje, da je glukozni odziv morda odvisen od sestave črevesne mikrobiote [126].  
 
BETAGLUKANI IN HOLESTEROL 
Poleg hipoglikemičnega učinka imajo betaglukani zmožnost zniževanja ravni LDL-holesterola 
in trigliceridov v krvi. S tem zmanjšujejo tveganje za nastanek srčno-žilnih bolezni, kar 
potrjujejo tudi ameriška Agencija za hrano in zdravila (FDA) in številne klinične študije 
[144,156–158]. Tiwari in Cummins [152] sta v metaanalizo vključila 126 študij, od katerih jih 
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je 19 preučevalo vpliv uživanja betaglukanov na koncentracijo trigliceridov/triacilglicerola, 18 
na koncentracijo HDL-holesterola, 20 pa na koncentracijo celokupnega in LDL-holesterola v 
krvi. V povprečju vseh študij se je koncentracija celokupnega holesterola zmanjšala za 0,60 
mmol/L, koncentracija LDL-holesterola za 0,66 mmol/L, koncentracija 
trigliceridov/triacilglicerola pa za 0,04 mmol/L [152]. Študije, objavljene med letoma 1997 in 
2010, ki preučujejo vpliv ovsenih betaglukanov na nižanje holesterola v krvi, so zbrane v 
preglednem članku Othmana in sod. [159]. Rezultati metaanalize so potrdili zdravstveno 
trditev, da 3 g zaužitih betaglukanov dnevno znižujejo koncentracijo plazemskega celokupnega 
in LDL-holesterola za 5–10 % pri ljudeh z normalno in prekomerno koncentracijo holesterola 
v krvi [159]. Nazadnje objavljena metaanaliza 14 raziskav vpliva ječmenovih betaglukanov na 
koncentracijo holesterola v krvi je zaključila, da 6,5–7 g ječmenovih betaglukanov znižuje 
koncentracijo LDL-holesterola in ne-HDL-holesterola za okvirno 7 % v populaciji s povišanim 
holesterolom [160]. 
 
BETAGLUKANI IN APETIT 
Topne vlaknine, med katere uvrščamo tudi betaglukane in ki so sposobne tvorjenja viskoznih 
raztopin, so v več primerih povezane z zmanjševanjem občutka lakote oz. apetita. Vsi fiziološki 
učinki betaglukanov so odvisni od njihovih fizikalno-kemijskih lastnosti, med katerimi sta 
najpomembnejši molekulska masa in topnost, ter od zaužite količine [142,161]. Slednje je 
verjetno tudi razlog, da imajo študije vpliva na sitost in apetit po intervenciji z betaglukani 
neenotne rezultate. Če se osredotočimo le na pozitivne učinke, so betaglukani v piškotih (5,2 %) 
[162] ali kruhu (3 %) [163] močno povečali občutek sitosti v primerjavi s kontrolno skupino. 
Potencialnih mehanizmov, s katerimi naj bi betaglukani vplivali na zmanjševanje občutka 
sitosti in apetit, je več. Prvi mehanizem je fizikalno-kemijski in je posledica viskoznosti 
betaglukanov, ki naj bi upočasnili prehajanje skozi gastrointestinalni trakt in pri tem vplivali na 
presnovo ter absorpcijo hranil (natančneje na glukozo) [161]. Drugi potencialni mehanizem pa 
je povezan z mikrobno fermentacijo in proizvodnjo KMK, ki povzročajo sproščanje hormonov 
PYY, GLP-1 in grelina, pri čemer je pomembna tudi količina uživanja (4–6 g). Slednje so 
potrdili na živalskih modelih [150,161,164] in tudi v humanih študijah [163,165,166]. 
 
BETAGLUKANI IN SESTAVA ČREVESNE MIKROBIOTE 
Betaglukani so v humanih študijah zelo dobro preučeni z vidika uravnavanja postprandialne 
glukoze in holesterola v krvi, medtem ko so z vidika vpliva na sestavo črevesne mikrobiote 
sorazmerno slabo raziskani. V Preglednici 3 so navedene raziskave, ki preučujejo vpliv uživanja 
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betaglukanov na sestavo črevesne mikrobiote z metodami NGS pri zdravih osebah ali osebah s 
povišanim holesterolom. De Angelis in sod. [136] so z dvomesečno prehransko intervencijo, 
kjer je 26 preiskovancev uživalo testenine s 3 g betaglukanov dnevno, pokazali na spremembe 
v sestavi črevesne mikrobiote. Povišala se je zastopanost bakterijskih skupin Clostridiaceae, 
Roseburia hominis in Ruminococcus sp., zmanjšalo pa število ostalih bakterij iz debel 
Firmicutes in Fusobacteria [136]. V drugi raziskavi se je pri 19 osebah s povišanim 
holesterolom v krvi po pettedenskem uživanju visokomolekulskih betaglukanov povišalo 
število bakterij iz debla Bacteroidetes in zmanjšalo število bakterij iz debla Firmicutes v 
primerjavi s kontrolno skupino. Poleg tega so opazili povišanje števila bakterijskega rodu 
Bacteroides, potencialno povišanje zastopanosti bakterij iz rodu Prevotella in zmanjšanje 
zastopanosti bakterij iz rodu Dorea. Nizkomolekulski betaglukani niso vplivali na spremembo 
sestave črevesne mikrobiote [135]. 
 
Opisanih je bilo še nekaj humanih študij, v katerih so preučevali vpliv uživanja betaglukanov 
na sestavo črevesne mikrobiote, pri katerih so uporabili števne metode [167,168]. Mitsou in 
sod. [167] so pokazali, da imajo betaglukani močne bifidogene učinke po enomesečni 
intervenciji pri zdravi populaciji [167], Turunen in sod. [168] pa so po dvomesečni intervenciji 
z betaglukani pri pacientih, ki so jim odstranili črevesne polipe, dokazali zmanjšanje števila 
celokupnih koliformnih bakterij [168]. Zaradi velikih razhajanj v metodoloških pristopih ne 
moremo neposredno primerjati rezultatov študij, v katerih so uporabljene števne metode, s 
študijami, v katerih so uporabljene metode NGS.  
 
Zanimiva je tudi raziskava, v kateri so primerjali sestavo mikrobiote pri zdravih posameznikih, 
ki so po tridnevni intervenciji z ječmenovimi vlakninam izboljšali glukozni metabolizem 
(odzivni) ali pa ga niso (neodzivni). Skupina, ki se je ugodno odzvala na ječmenove vlaknine, 
je imela večje razmerje bakterij iz rodov Prevotella/Bacteroides in večjo zastopanost bakterij 
Prevotella copri v primerjavi s skupino, ki se ni odzvala na ječmenove vlaknine. Po 
transplantaciji črevesne mikrobiote odzivnih preiskovancev v miške se je pri slednjih izboljšal 
metabolizem glukoze in povišala zastopanost bakterij Prevotella copri. Rezultati nakazujejo na 
potencialni vpliv vrste Prevotella copri na izboljšanje glukoznega metabolizma preko uživanja 
ječmenovih vlaknin. Mehanizem naj bi spodbudil hranjenje glikogena v jetrih in na ta način 
izboljšal koncentracijo glukoze v krvi [126].  
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MEHANIZMI DELOVANJA BETAGLUKANOV 
Zaradi raziskav, ki potrjujejo, da različne fizikalno-kemijske lastnosti vlaknin različno vplivajo 
na fiziološke procese, imamo prehranske vlaknine za sestavine z »ugodnim učinkom na 
zdravje«. Delovanje prehranskih vlaknin je poleg fizikalno-kemijskih lastnosti odvisno še od 
kompleksnega okolja, ki so mu izpostavljene, tj. presnove in metaboličnega stanja posameznika 
ter osnovne sestave črevesne mikrobiote [169].  
 
Zaradi omenjene kompleksnosti vlaknin in mikrobne združbe, ki so ji med presnovo 
izpostavljene, je težko določiti točen mehanizem njihovega delovanja ter trditi, kateri 
mehanizmi so najpomembnejši pri določenem fiziološkem učinku. Če se osredotočimo zgolj na 
topne vlaknine, je delovanje le-teh največkrat povezano z zniževanjem ravni maščob v krvi, 
zniževanjem krvnega tlaka, zniževanjem postprandialne glukoze v krvi, zniževanjem telesne 
teže in zniževanjem stopnje vnetja. Najbolje so preučeni mehanizmi uravnavanja maščob v krvi 
[169]. Trenutno je predlaganih več mehanizmov (Slika 7).  
 
(1) Topne vlaknine zaradi svojih strukturnih lastnosti vplivajo na viskoznost in povzročajo 
daljši čas presnove, podaljšajo čas praznjenja želodca, povečajo volumen blata ter 
vplivajo na občutek sitosti. Povečana viskoznost lahko sicer vpliva tudi na absorpcijo 
hranil (npr. maščob) [169,170]. 
 
(2) Topne vlaknine vežejo žolčne kisline in tako povečajo njihovo izločanje iz telesa ter s 
tem preprečijo njihovo reabsorpcijo. To posredno vpliva na zniževanje celokupnega in 
LDL-holesterola v krvi. Izločena količina žolčnih kislin je namreč ekvivalentna 
absorbirani, zato se v jetrih de novo sintetizirajo žolčne kisline preko porabe 
celokupnega in LDL-holesterola [170,171]. 
 
(3) KMK so proizvod bakterijske fermentacije vlaknin v črevesu in posredno vplivajo na 
uravnavanje holesterola v krvi. Proizvedeno razmerje posameznih KMK je odvisno od 
vrste in količine topne vlaknine, sestave in aktivnosti črevesne mikrobiote ter 
tranzitnega časa. Nekatere KMK, kot npr. propionska kislina, stimulirajo sproščanje 
črevesnih peptidov PYY in GLP-1, ki vplivajo na prevzem PMK v jetrih ter s tem 
zmanjšujejo zamaščenost (steatozo) jeter [106,172].  
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(4) Naslednji potencialni mehanizem delovanja topnih vlaknin temelji na adipokinih, 
mediatorjih, ki jih proizvajajo maščobne celice. Vlaknine v črevesni sluznici 
zmanjšujejo prenos maščob iz črevesa v kri, kar vpliva na zmanjšano produkcijo 
adipokinov (leptina, rezistina) in citokinov (npr. TNF-α) ter povišano produkcijo 
adiponektinov, hormonov, ki so povezani z uravnavanjem glukoze in maščob v krvi 
[169,173]. 
 
(5) Zadnji potencialni mehanizem je povezan z viskoznostjo topnih vlaknin in s tem 
povezanim podaljšanim tranzitnim časom ter njihovo sposobnostjo vezave maščob in 
sladkorja v črevesu. S tem je upočasnjena absorpcija hranil iz črevesa, kar v primeru 
glukoze vpliva na zmanjšanje sproščanja inzulina preko HMG-CoA reduktaze 
[169,170]. 
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Slika 7: Mehanizmi delovanja topnih vlaknin na zmanjševanje celokupnega in LDL-holesterola. 
Potencialni mehanizmi delovanja topnih vlaknin vključujejo zmanjšan energijski vnos, podaljšan čas 
prebave, povečan volumen blata in povečan občutek sitosti (1). Topne vlaknine vežejo žolčne kisline 
(ŽK), ki se izločijo z blatom in tako preprečijo njihovo reabsorpcijo v črevesu. Sinteza de novo žolčnih 
kislin v jetrih vpliva na zmanjšanje ravni celokupnega in LDL-holesterola v krvi (2). Črevesna 
mikrobiota s produkcijo kratkoverižnih maščobnih kislin (KMK) vpliva na uravnavanje holesterola v 
krvi. Propionska kislina vpliva na sproščanje peptidov PPY in GLP-1, ki delujejo na zmanjšanje apetita 
(3). Viskoznost topnih vlaknin in njihova sposobnost vezave maščob in glukoze upočasnjuje njihovo 
absorpcijo v črevesu ter posredno preko maščobnih celic ali glukoznega metabolizma vpliva na 
uravnavanje maščob v krvi (4, 5).  
 
Tudi delovanje betaglukanov v večini primerov povezujejo z njihovimi lastnostmi, kot sta 
molekulska masa ter topnost, ki jim omogočajo tvorjenje viskoznih raztopin. Natančni 
mehanizmi delovanja še niso pojasnjeni in možni so vsi zgoraj navedeni. Posamezna vrsta topne 
vlaknine ima različne strukturne lastnosti, ki izzovejo drugačen odziv metabolizma [169]. 
Vsekakor betaglukani s svojimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi lahko povečujejo viskoznost 
vsebine prebavil in podobno kot druge topne vlaknine vplivajo na fiziologijo ter uravnavanje 
maščob in glukoze v krvi [141,142]. 
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2.8 Individualni odzivi na prehranske intervencije 
 
Črevesna mikrobiota je izpostavljena prepletu vplivov okolja in gostitelja ter ima tudi obratno 
močan vpliv na gostiteljevo zdravstveno stanje. Če je njena sestava v neravnovesju (t. i. 
disbiozi), jo povezujejo z različnimi bolezenskimi stanji. Uravnavanje sestave črevesne 
mikrobiote je zato potencialna tarča za izboljšanje posameznikovega zdravja. Način prehrane 
ima pomembno vlogo pri sestavi, pestrosti in metabolični aktivnosti črevesne mikrobiote in je 
zato trenutno ena bolj preučevanih strategij za njeno »ugodno« spreminjanje. Številne raziskave 
izpostavljajo velike razlike med posamezniki v sestavi črevesne mikrobiote [103,174,175] kot 
tudi razlike v posameznikovem metabolizmu, ki onemogočajo napoved natančnega 
fiziološkega odziva na določeno obliko prehrane znotraj preučevane populacije [174]. Vedno 
bolj v ospredje prihaja ideja o individualnem pristopu k zdravljenju določenih bolezni, ki so 
povezane z metabolizmom in posredno sestavo črevesne mikrobiote. Zeevi in sod. [174] so 
pokazali, da se je odziv postprandialne glukoze na tipične prehranske komponente razlikoval 
med zdravimi posamezniki, kar postavlja v dvom učinkovitost obstoječih diet, namenjenih širši 
populaciji. Šele po vzpostavitvi algoritma, ki je upošteval različne lastnosti preiskovanca, kot 
so krvna slika, antropometrični podatki, fizična aktivnost, prehranske navade in sestava 
črevesne mikrobiote, so lahko predvideli, kakšen bo postprandialni odziv glukoze na določen 
tip prehrane [174]. Kot je odziv postprandialne glukoze med posamezniki lahko heterogen, se 
tudi sestava črevesne mikrobiote pri različnih posameznikih zelo različno odziva na določeno 
prehransko intervencijo. Največji vpliv pri tem odzivu ima začetno stanje sestave črevesne 
mikrobiote posameznikov [133]. Vzroki za močno individualno raznolikost v sestavi črevesne 
mikrobiote niso popolnoma pojasnjeni, a so odvisni tako od gostiteljevega genotipa, vpliva 
okolja, načina rojstva, bolezni, morebitnega zdravljenja kot tudi od dolgoročnega načina 
prehranjevanja [120].  
 
Z vedno večjim številom raziskav na področju prehrane in njenim vplivom na sestavo črevesne 
mikrobiote smo se pričeli zavedati kompleksnosti mehanizmov, vpletenih v procese presnove 
[176]. Nedavno so Dey in sod. [177] poudarili, da je pri prehranskih študijah ključno 
obravnavanje posameznih odzivov, tudi negativnih, na določeno prehransko intervencijo 
znotraj preučevane populacije, da bomo lahko razumeli do sedaj še nepojasnjene mehanizme 
uravnavanja črevesne mikrobiote in njene povezave z metabolizmom gostitelja.  
 
Velikonja A. Vpliv uživanja betaglukanov … pri osebah z metaboličnim sindromom.  
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2019  
 
39 
3. MATERIALI IN METODE 
 
3.1 Zasnova študije  
 
Izvedli smo randomizirano, s placebom kontrolirano, dvojno slepo, prehransko klinično študijo 
z osebami z diagnosticiranim MS ali z visokim tveganjem za razvoj MS. Visoko tveganje za 
razvoj MS smo definirali pri osebah, ki so imele izpolnjena dva namesto treh vstopnih 
parametrov za diagnozo MS (Preglednica 1). Študija je bila zasnovana na podlagi navodil za 
randomizirane klinične raziskave CONSORT 2010 [178] in registrirana na ClinicalTrials.gov 
pod številko NCT02041104. Raziskavo je potrdila Komisija Republike Slovenije za 
medicinsko etiko (112/08/13). Pred prehransko intervencijo in ob koncu smo izvedli 
antropometrične meritve (telesna teža, krvni tlak, višina, obseg pasu), krvne preiskave 
(koncentracije sladkorja, inzulina, celokupnega holesterola, HDL-holesterola, LDL-
holesterola, trigliceridov v krvi, OGTT) in odvzeli vzorec blata za analizo sestave črevesne 
mikrobiote in vsebnosti KMK. Pred pričetkom intervencije preiskovanci 2 tedna niso uživali 
pre- in probiotikov. 
 
3.2 Eksperimentalni kruh 
 
Preiskovanci so med intervencijo uživali kruh z dodanimi betaglukani (KBG), tj. 3,4 g 
betaglukanov/100 g izdelka, v testni skupini in brez dodanih betaglukanov (KK) v kontrolni 
skupini. KBG je vseboval obogateno ječmenovo moko (ValecholTM, Valens Int d. o. o., 
Slovenija) s 15 % betaglukanov. Uporabljena moka je bila pripravljena s kombinacijo 
postopkov mletja, sejanja in zračne klasifikacije. KK pa je bil sestavljen brez ječmenove moke. 
Hranilne vrednosti posameznih tipov kruha so navedene v Preglednici 4. 
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Preglednica 4: Povprečne hranilne vrednosti kruha z dodanimi betaglukani (KBG) in 
kontrolnega kruha (KK). 
Povprečna hranilna 
vrednost na 100 g 
izdelka* 
KBG  KK  
Energija (KJ) 833,9 1050,6 
Ogljikovi hidrati (g) 29,5 41,3 
Prehranska vlaknina (g) 9,6 4,8 
Beljakovine (g) 10 10,6 
Maščobe (g) 4,4 4,5 
Betaglukani (g) 3,4 / 
* Izračun na osnovi podatkov Odprte platforme za klinično prehrano (OPKP) [179]. 
 
3.3 Preiskovanci in dieta  
 
Nabor preiskovancev je potekal preko referenčnih ambulant za preventivno zdravljenje 
metaboličnih bolezni Zdravstvenega doma Ajdovščina in Zdravstvenega doma Ljubljana. 
Preiskovancem s tveganjem za razvoj MS ali diagnosticiranim MS so zdravniki predlagali 
vključitev v študijo. Vključitveni parametri so bili: (I) starost 30–70 let, (II) celokupni 
holesterol ≥ 5,0 mmol /l, (III) obseg pasu za ženske > 80 cm, za moške > 94 cm in vsaj še eden 
od parametrov za diagnozo MS (Preglednica 1). Preiskovanci, ki so imeli diagnosticiran MS in 
so ustrezali zahtevani starostni skupini, so bili prav tako vključeni v študijo. Izključitveni 
parametri so bili sladkorna bolezen tipa 2, bolezni ščitnice, ledvične bolezni in antibiotično 
zdravljenje. Preiskovance smo po seznanitvi s pogoji in postopkom študije ter privolitvi 
računalniško randomizirali (blok randomizacija) v testno ali kontrolno skupino. Preiskovanci 
so med raziskavo obdržali obstoječi jedilnik. Izpolnili so 72-urni priklic jedilnika prejšnjega 
dne pod vodstvom izkušenega izpraševalca [180] in vprašalnik o zaužitem testnem kruhu. 
Preiskovanci so 4 tedne dnevno uživali 200 g kruha KBG s 6 g betaglukanov ali 200 g kruha 
KK brez dodanih betaglukanov. 
 
3.4 Analize parametrov metaboličnega sindroma 
 
Antropometrične meritve in krvne analize smo izvedli dan pred pričetkom ter ob koncu 
prehranske intervencije. Krvne analize je izvajalo strokovno osebje Zdravstvenih domov 
Ajdovščina in Ljubljana po standardnih postopkih. Določili smo koncentracijo celokupnega 
holesterola, HDL-holesterola, LDL-holesterola, trigliceridov, sladkorja, inzulina in izvedli 
oralni glukoza tolerančni test (OGTT) po metodologiji, opisani v nadaljevanju. 
Velikonja A. Vpliv uživanja betaglukanov … pri osebah z metaboličnim sindromom.  




3.4.1 MAŠČOBNI PROFIL  
Vse analize maščob v krvi so bile izvedene po standardnih diagnostičnih metodah 
(Roche/Hitachi Cobas c sistem). Koncentracija celokupnega holesterola v krvi je bila določena 
z encimatsko metodo z uporabo holesterol esteraze, holesterol oksidaze in peroksidaze [181]. 
Koncentracija trigliceridov je bila določena s štiristopenjsko encimatsko metodo z uporabo 
lipoprotein lipaze, glicerol kinaze, L-α-glicerol fosfat oksidaze in NAD-peroksidaze [182,183]. 
LDL-holesterol je bil določen z metodo, ki uporablja holesterol oksidazo in holesterol 
peroksidazo [184], HDL-holesterol pa z metodo, ki uporablja kombinacijo holesterol oksidaze 
in holesterol esteraze [185]. 
 
3.4.2 INZULINSKA REZISTENCA 
OGTT smo izvedli dan pred prehransko intervencijo in ob koncu. Preiskovancem smo po 10-
urnem postu odvzeli kri za določitev koncentracije inzulina in sladkorja (čas »0«). Nato so 
zaužili raztopino glukoze (75 g glukoze, raztopljene v 250 ml vode) v času 5 minut [186]. Krvne 
vzorce za določitev koncentracije glukoze in inzulina v krvi smo ponovili še 30, 60 in 120 minut 
po zaužitju glukoze. Nekateri preiskovanci, ki se niso strinjali z izvedbo OGTT, so oddali kri 
le v času 0 minut. Stanje inzulinske rezistence pri preiskovancih smo določili s pomočjo dveh 
modelov: HOMA [19] in QUICKI [20]. Koncentracija glukoze je bila določena s standardno 
diagnostično metodo (Roche Hitachi Cobas c sistem (GLUC3)). Določevanje poteka z uporabo 
heksokinaze in glukoza-6-fosfat dehidrogenaze [187]. Koncentracija inzulina v krvi je bila 
določena z imunoradiometrično metodo (Biosource Europe S.A. Nivelles). 
 
3.5 Vzorčenje blata preiskovancev 
 
Vzorčenje blata je potekalo dan pred prehransko intervencijo in ob koncu. Preiskovanci so po 
navodilih vzorce blata takoj zamrznili na –20 °C. Vzorci so ostali zamrznjeni do uporabe za 
izolacijo DNK in ekstrakcijo KMK. Analize so bile izvedene v roku tedna dni po vzorčenju. 
 
3.6 Analiza kratkoverižnih maščobnih kislin (KMK) 
 
Vzorce blata smo raztopili in homogenizirali v deionizirani vodi. Za ekstrakcijo KMK z 
dimetiletrom po metodi Adorno in sod. [188] smo uporabili supernatant homogeniziranih 
vzorcev. Plinsko kromatografijo smo izvedli s sistemom Agilent 6850N GC s plamensko-
ionizacijskim detektorjem (FID) in avtomatskim injektorjem vzorcev (Agilent, ZDA). Za 
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analizo smo uporabili kapilarno kolono DB-WAX (122-7032E, J&W Scientific, Agilent 
Technologies Inc., ZDA) z 0,25 µm debelim filmom. Kot nosilni plin smo uporabili vodik. 
Začetna temperatura pečice je bila 150 °C (zadrževalni čas = 2 minuti) in je naraščala 35 °C/min 
do končne temperature 170 °C (zadrževalni čas = 1 minuta). Temperatura injektorja je bila 
250 °C, temperatura detektorja pa 300 °C. Podatke smo analizirali s programsko opremo 
Chemstation (B.04.01, Agilent, ZDA). Ugotavljali smo koncentracije ocetne, propionske, 
izomaslene, maslene, izovalerenske, valerenske in kapronske kisline. 
 
3.7 Izolacija DNK iz blata preiskovancev 
 
Izolacijo DNK smo izvedli po metodi Yu in Morrison [189] z manjšimi spremembami. Izolacija 
DNK je potekala v paralelnih ponovitvah. Vzorce blata smo 10-krat redčili v 0,9-odstotni 
raztopini NaCl. Vzorce smo nato homogenizirali s krogličnim razbijalcem celic Precellys TM 24 
(Bertin Technologies, Francija). Postopek homogenizacije je potekal s 30-sekundnimi intervali 
s hitrostjo 5000 rpm in vmesnimi intervali ohlajanja v ledeni kopeli. Razbijanje celic je potekalo 
v raztopini z visoko koncentracijo natrijevega dodecilsulfata (SDS), soli in 
etilendiamintetraocetne kisline (EDTA). Nadaljnja precipitacija DNK je potekala z amonijevim 
acetatom in izopropanolom. Izolirano DNK smo raztopili v TE pufru z RNK-zo ter shranili na 
–20 °C. Kakovost izolirane DNK smo preverili z elektroforezo z uporabo 1-odstotnega 
agaroznega gela (1 % agaroza, 0,5-kratni Tris-pufer (TBE)) ter z metodologijo DGGE, ki je 
opisana v nadaljevanju. 
 
3.8 Analiza sestave črevesne mikrobiote 
 
3.8.1 GELSKA ELEKTROFOREZA V GRADIENTU DENTURANTA (DGGE) 
Za primerjavo profilov mikrobne združbe med preiskovanci in za preverjanje kakovosti 
izolirane DNK smo izvedli analizo DGGE po metodologiji, ki je v osnovi povzeta po Muyzerju 
in sodelavcih [190] in podrobneje opisana v Bogović Matijašić in sod. [191]. Izbrane regije 16S 
RNK smo pomnožili v reakciji PCR z univerzalnimi bakterijskimi začetnimi oligonukleotidi 
HDA1-GC in HDA2. Analiza DGGE je potekala na poliakriamidnem gelu s 30–60-odstotnim 
gradientom iz uree in formamida. Razmerje dodanega akrilamid/bisakrilamida je bilo 37 : 1. 
Gel smo polimerizirali z dodatkom amonijevega persulfata (APS) in katalizatorja TEMED. 
Elektroforeza je potekala 16 ur pri 75 V, 70 mA ter 5 W in pri temperaturi 65 °C. Po 
elektroforezi smo gele barvali v enkratni raztopini barvila SYBR®Safe DNAGel Stain. 
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Produkte PCR smo nato analizirali s programom D GENE (Biorad, Hercules, CA, ZDA) in 
vizualizirali s pomočjo UV-transiluminatorja ChemiGenius2 (Syngene, Cambridge, Združeno 
kraljestvo Velike Britanije in Severne Irske). Slike gelov smo analizirali s programskim 
orodjem Bionumerics (Applied Maths, Saint-Martens-Latern, Belgija). 
 
3.8.2 REAKCIJA POLIMERAZE V REALNEM ČASU (RT-PCR) 
RT-PCR smo izvedli po metodologiji, opisani v Bogović Matijašić in sod. [191], z manjšimi 
spremembami in s sistemom ViiATM 7 Real Time PCR (Applied Biosystems, ZDA). Reakcija 
PCR je potekala pri končnem volumnu 20 µL in je vsebovala 10 µL dvakratne mešanice 
KAPA® SYBR FAST qPCR Kit Master Mix (KAPA Biosystems, ZDA), 0,4 µL referenčnega 
barvila ROX, 0,2 µM specifičnih začetnih oligonukleotidov (Preglednica 5) in 5 µL izolirane 
DNK. Reakcije smo izvajali v dveh ponovitvah. Za vsako izvedbo RT-PCR smo pripravili 
standardno krivuljo, ki je predstavljala razmerje med vrednostmi Ct in koncentracijo bakterij. 
Standarde smo pripravili z razredčevanjem DNK izbranih bakterijskih skupin. Podatke smo 
analizirali s programsko opremo ViiaATM 7 (Applied Biosystems, ZDA). 
 
Preglednica 5: Seznam začetnih oligonukleotiodov za RT-PCR, uporabljenih za specifične 
bakterijske skupine. 
Specifična bakterijska skupina  Oznaka začetnih 
oligonukleotidov 
Vir  
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3.8.3 SEKVENCIRANJE NASLEDNJE GENERACIJE 
V analizo črevesne mikrobiote s sekvenciranjem naslednje generacije smo vključili 23 
preiskovancev, ki smo jih izbrali na podlagi ustreznih profilov DGGE (ustrezno število in 
izostrenost lis DGGE), ki kažejo na uspešnost izolacije DNK. Skupno smo analizirali 46 
vzorcev: 14 preiskovancev iz testne skupine ter 9 preiskovancev iz kontrolne skupine. Za 
sekvenciranje V3 in V4 variabilnih regij 16S rRNK smo uporabili tehnologijo Illumina Miseq 
v.3 2x300 (Microsynth). Za pomnoževanje smo uporabili začetne oligonukleotide Illumina 
341F in Illumina 802R. Strojno prebrane sekvence smo obdelali z algoritmom UPARSE 
(Usearch v.8, junij 2015) [194]. S strogim kakovostnim kriterijem (nizka stopnja pričakovanih 
napak) smo več kot 91 % sekvenc uvrstili v operacijske taksonomske enote (OTE) s 3 % razlike 
med vodilnimi sekvencami OTE. OTE smo pripisali najverjetnejšo identiteto z algoritmom 
»usearch global« z uporabo podatkovnih baz za sekvence Silva NR SSU v.119 in LTP SSU 
typestrain v.121. Taksonomijo smo OTE pripisali z metodo, ki so jo opisali Wang in sod. [195] 
z naborom sekvenc »RDP 14« v programu Mothur v.1.35 [196]. Filogenetsko drevo smo izrisali 
s programsko opremo FastTree2 po metodi približka največjega verjetja [197]. Taksonomske 
in filogenetske podatke o OTE smo skupaj z zastopanostjo OTE v posameznem vzorcu združili 
s paketom Phyloseq [198] iz programskega okolja `R`. Tako organizirani podatki so bili osnova 
za statistično obdelavo in grafično predstavitev rezultatov. Vsi raziskovalni podatki so na voljo 






Podatke antropometričnih meritev, krvnih preiskav, podatkov KMK, rezultatov RT-PCR in 
meritev mikrobne bogatosti ter pestrosti smo statistično ovrednotili z Wilcoxonovim testom 
predznačenih rangov, Mann-Whitneyjevim testom in t-testom. Vrednosti s p < 0,05 smo 
označili kot statistično značilne, omenjamo pa še vrednosti s p < 0,1 kot možne razlike 
(potencialno povišanje/znižanje) (SPSS v.21). Za statistično analizo razlik v zastopanosti 
sekvenc posameznih bakterijskih skupin v mikrobni združbi smo uporabili paket DeSeq 2 iz 
programskega okolja ` R`[199]. Razlike v zastopanosti sekvenc med testno in kontrolno skupino 
so bile določene z modelom interakcije časa vzorčenja, skupine in preiskovanca. Kot značilne 
smo po korekciji za večkratno preverjanje (Benjamini-Hochberg) označili spremembe s p < 
0,05. OTE s p < 0,05 pred popravkom pa smo označili kot možne razlike (potencialno 
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povišanje/znižanje). Z Deseq2 smo ovrednotili tudi razlike med mikrobno zastopanostjo pred 
prehransko intervencijo znotraj testne skupine med preiskovanci, ki so se odzvali na 
intervencijo z najmanj 10-odstotnim znižanjem vrednosti celokupnega holesterola, in tistimi, ki 
se jim celokupni holesterol ni znižal [199]. OTE s p < 0,1 po korekciji smo označili kot značilne. 
α- in β-diverziteta mikrobne združbe ter metrično večrazsežnostno lestvičenje (PCoA) so bili 
določeni in grafično prikazani s paketom Phyloseq [198]. 
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4.1 Preiskovanci in dieta 
 
K sodelovanju v raziskavo smo preko referenčnih ambulant in osebnih zdravnikov povabili 81 
oseb. 30 jih je ali sodelovanje zavrnilo zaradi osebnih razlogov ali pa niso ustrezali vstopnim 
kriterijem za raziskavo. Skupno smo v testno ali kontrolno skupino randomizirali 51 oseb. Iz 
kontrolne skupine je izpadlo več preiskovancev kot iz testne. Izpad je posledica zavrnitve 
izvajanja OGTT zaradi občutka nelagodja med izvedbo (3), zaradi osebnih razlogov (2) ali 
zaradi pričetka antibiotičnega zdravljenja med študijo (2). V testni skupini je raziskavo 
predčasno zaključil le en preiskovanec, in sicer zaradi pojava driske med intervencijo s KBG. 
Prehransko intervencijo je uspešno zaključilo 43 preiskovancev z MS ali visokim tveganjem za 
razvoj MS: 10 moških, 33 žensk; 27 preiskovancev v testni skupini s povprečno starostjo 
50,93 ± 7,40 let in 16 v kontrolni skupini s povprečno starostjo 54,00 ± 8,07 let (Slika 8). 
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Slika 8: Potek uvrščanja preiskovancev v kontrolno in testno skupino. 
 
Preiskovanci so poleg svojega obstoječega jedilnika 4 tedne uživali KBG ali KK. Prejeli so 
navodilo, naj eksperimentalni kruh vključijo v obstoječi jedilnik in z njim nadomestijo 
ogljikohidratno prilogo. Razlike v prehranskih vrednostih med kontrolno in testno skupino niso 
značilne, razen v vsebnosti prehranske vlaknine med izvedbo intervencije (Preglednica 6).  
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(povprečje ± SD) 
Kontrolna skupina 
(povprečje ± SD) 
P** 
Energijska vrednost (kcal) 1685,98 (± 352,59) 1594,65 (± 47165) 0,52 
Beljakovine (g) 73,86 (± 15,57) 72,66 (± 21,19) 0,85 
Maščobe (g) 65,10 (± 22,62) 59,32 (± 16,85) 0,36 
Ogljikovi hidrati (g) 193,88 (± 42,29) 176,04 (± 58,07) 0,31 
Prehranska vlaknina (g) 19,49 (± 7,15) 16,90 (± 4,74) 0,17 






(povprečje + SD) 
Kontrolna skupina 
(povprečje + SD) 
P** 
Energijska vrednost (kcal) 1703 (± 305,56) 1749,34 (± 487,18) 0,74 
Beljakovine (g) 76,17 (±13,47) 82,03 (± 27,86) 0,45 
Maščobe (g) 62,24 (± 20,07) 64,23 (± 19,31) 0,75 
Ogljikovi hidrati (g) 204,00 (± 39,31) 196,61 (± 57,14) 0,66 
Prehranska vlaknina (g) 26,12 (± 5,66) 21,01 (± 5,97) 0,01 
Voda (g) 1981,22 (± 559,49) 1951,46 (± 408,41) 0,85 
* Izračun na podlagi Odprte platforme za klinično prehrano (OPKP) [179]. 
** t-test 
 
V povprečju so preiskovanci tako v testni kot kontrolni skupini zaužili več energije med 
intervencijo (razlike niso značilne). Pri kontrolni skupini je med intervencijo še posebej opazen 
odmik pri zaužiti količini ogljikovih hidratov. Odmik je v primeru ogljikovih hidratov lahko 
posledica uživanja kontrolnega kruha, ki ima večjo vsebnost ogljikovih hidratov v primerjavi s 
testnim Preglednica 4). Sicer pa je treba upoštevati, da gre le za oceno zaužite dnevne količine 
posameznih vrst hranil na podlagi 72-urnega priklica jedilnika preiskovancev, ki lahko nekoliko 
odstopa od dejanskih vrednosti. 
 
4.2 Antropometrične meritve in krvne preiskave 
 
Pred pričetkom prehranske intervencije ni bilo značilnih razlik v antropometričnih meritvah in 
krvnih analizah med testno in kontrolno skupino (Preglednica 7). 
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Preglednica 7: Povprečna vrednost antropometričnih meritev in krvnih analiz pred pričetkom 
intervencije. 
 TESTNA SKUPINA 
(Povprečje ± SD) 
KONTROLNA 
SKUPINA  
(Povprečje ± SD) 
p * 
Število preiskovancev 27 16  
Starost (leta) 50,93 ± 7,40 54,00 ± 8,07 0,134 
Telesna teža (kg) 89,49 ± 20,17 79,05 ± 14,52 0,077 
Obseg pasu (cm) 104,58 ± 12,45 99,31 ± 9,96 0,165 
Glukoza (mmol/L) 5,12 ± 0,85 5,00 ± 0,64 0,521 
Inzulin (µU/ml) 8,85 ± 5,87 8,40 ± 7,75 0,380 
Celokupni holesterol (mmol/L) 5,80 ± 1,01 5,90 ± 1,13 0,770 
HDL-holesterol (mmol/l) 1,31 ± 0,44 1,51 ± 0,52 0,081 
LDL-holesterol (mmol/l) 3,99 ± 0,89 4,02 ± 0,91 0,985 
Trigliceridi (mmol/L) 1,91 ± 1,23 1,62 ± 1,06 0,589 
HOMA 2,10 ± 1,58 1,95 ± 1,90 0,418 
QUICKI 0,36 ± 0,04 0,37 ± 0,05 0,404 
* Mann-Whitneyjev test 
 
Čeprav med preučevanima skupinama ni bilo značilnih razlik v antropometričnih in 
metaboličnih parametrih na začetku poskusa, je med skupinama vidna precej velika razlika v 
telesni teži in obsegu pasu. Razhajanje v omenjenih vrednostih je posledica sestave preučevane 
populacije, ki je bila naključno neenakomerno porazdeljena z vidika telesne teže in obsega pasu. 
V testno skupino je bilo vključenih več oseb s prekomerno telesno težo (indeks telesne mase 
med 25-30) ali debelostjo (indeks telesne mase > 30), medem ko je bilo teh oseb v kontrolni 
skupini manj.  
 
V Preglednici 8 so prikazane spremembe antropometričnih in metaboličnih parametrov po 
prehranski intervenciji s KBG in KK pri preiskovancih v testni in kontrolni skupini. Telesna 
teža se je značilno znižala v testni in tudi kontrolni skupini. Obseg pasu se je značilno zmanjšal 
pri testni skupini. Koncentracija celokupnega holesterola v krvi se je zmanjšala značilno le v 
testni skupini, ne pa v kontrolni skupini. Izboljšanja stanja inzulinske rezistence nismo zaznali.  
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Preglednica 8: Spremembe v metaboličnih parametrih in antropometričnih meritvah v testni in 









 Antropometrične meritve 
Telesna teža (kg) –0,89 ± 1,32 0,002 –0,96 ± 1,76 0,038 
Obseg pasu (cm) –0,43 ± 0,72 0,005 –0,25 ± 0,58 0,059 
 OGTT (oralni glukoza tolerančni test) 
Koncentracija glukoze v 
času 0 min (mmol/L) 
–0,00 ± 0,44  0,819 0,16 ± 0,40 0,178 
Koncentracija glukoze v 
času 30 min (mmol/L) 
–0,12 ± 0,91 0,366 0,01 ± 1,11 0,965 
Koncentracija glukoze v 
času 60 min (mmol/L) 
–0,11 ± 1,39 0,637 0,15 ± 1,89 0,878 
Koncentracija glukoze v 
času 120 min (mmol/L) 
0,07 ± 2,00 0,493 –0,21 ± 1,15 0,283 
Inzulin v času 0 min 
(µU/ml) 
0,92 ± 3,46 0,221 –0,01 ± 7,43 0,551 
Inzulin v času 30 min 
(µU/ml) 
2,97 ± 18,92 0,330 7,16 ± 24,46 0,433 
Inzulin v času 60 min 
(µU/ml) 
11,2 ± 28,65 0,186 7,43 ± 27,97 0,374 
Inzulin v času 120 min 
(µU/ml) 
3,40 ± 26,69 0,394 8,41 ± 30,34 0,859 
HOMA 0,21 ± 0,90 0,427 0,01 ± 1,57 0,496 
QUICKI –0,01 ± 0,03 0,520 –0,04 ± 0,12 0,280 
 Krvni lipidi 
Celokupni holesterol 
(mmol/L) 
–0,26 ± 0,54 0,019 0,06 ± 0,60 0,897 
LDL-holesterol (mmol/l) –0,10 ± 0,49 0,478 0,19 ± 0,51 0,255 
HDL-holesterol (mol/L) 0,01 ± 0,13 1,000 –0,04 ± 0,23 0,293 
Trigliceridi (mmol/L) –0,19 ± 0,69 0,243 –0,13 ± 1,00 0,642 
* Wilcoxonov test predznačenih rangov 
 
Sprememb v koncentraciji trigliceridov v krvi nismo zaznali, razen ko smo poostrili kriterij za 
obseg pasu. Kriterije smo poostrili na podlagi dejstva, da vsakršna dodatna količina 
maščobnega tkiva (vključno z visceralno maščobo) pri populaciji z že povečanim maščobnim 
tkivom poveča tveganje za inzulinsko rezistenco in razvoj MS [200]. Ker mejne vrednosti 
obsega pasu za določanje MS niso dovolj občutljive, da bi vključevale metabolične motnje, 
povezane z debelostjo [201], smo pri preiskovani populaciji poostrili kriterij za obseg pasu in 
sicer pri moških na > 110 cm in pri ženskah na > 100 cm. V izbrani populaciji z večjim obsegom 
pasu smo zaznali značilno zmanjšanje koncentracije trigliceridov v krvi po intervenciji s KBG 
(Preglednica 9). 
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Preglednica 9: Spremembe metaboličnih parametrov pri populaciji s strožjim kriterijem za 
obseg pasu. 
Obseg pasu (strožji kriteriji) Ženske > 100 cm 
Moški > 110 cm 
 Sprememba v 
testni skupini 
p* Sprememba v kontrolni 
skupini 
p* 
Število preiskovancev 16  6  
Telesna teža (kg) –1,2 ± 0,47 0,01 –0,47 ± 0,82 0,26 
Obseg pasu (cm) –0,47 ± 0,56 0,01 0,00 ± 0,00 1 
Celokupni holesterol (mmol/L) –0,37 ± 0,54 0,01 –0,085 ± 0,57 0,92 
Trigliceridi (mmol/L) –0,39 ± 0,78 0,05 –0,57 ± 1,23 0,35 
* Wilcoxonov test rangov 
 
4.3 Analize KMK 
 
Po prehranski intervenciji s KBG in KK se je značilno spremenila vsebnost KMK v vzorcih 
blata tako v testni kot tudi v kontrolni skupini (Slika 9). V testni skupini se je povečala vsebnost 
propionske kisline za 43,2 % (p = 0,045), medtem ko je razmerje med ocetno in propionsko 
kislino značilno upadlo za 31,5 % (p = 0,008). V kontrolni skupini se je značilno zmanjšala 
vsebnost ocetne kisline za 41,8 % (p = 0,011). Vsebnost ostalih KMK se po prehranski 
intervenciji ni značilno spremenila. Koncentracije posameznih KMK so predstavljene v prilogi 
(Preglednica 2P). 
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Slika 9: Spremembe v vsebnosti kratkoverižnih maščobnih kislin (KMK) po prehranski intervenciji v 
testni in kontrolni skupini.  
Prikazane so koncentracije ocetne, propionske, maslene, valerenske, kapronske, izomaslene in 
izovalerenske kisline. Grafa na desni strani prikazujeta spremembe v razmerjih ocetna kislina : 
propionska kislina (oc. pr) in ocetna kislina : maslena kislina (oc. ma) po prehranski intervenciji. 
 
a Wilcoxonov test rangov – označuje statistično značilno spremembo KMK ali razmerja KMK po 
prehranski intervenciji.  
 
4.4 Spremembe v sestavi črevesne mikrobiote 
 
4.4.1 RT-PCR 
Rezultate RT-PCR smo interpretirali kot razmerje med številom izbranih bakterijskih skupin in 
celotnim številom bakterij v vzorcu. Kvantitativna analiza z RT-PCR ni pokazala značilnih 
sprememb v številu analiziranih bakterijskih skupin po prehranski intervenciji (Slika 10). 
Značilna je bila le sprememba v absolutnem številu bakterij iz skupine Clostridium leptum, ki 
se je v testni skupini značilno zmanjšala (za približno 25 % v številu kopij 16S rDNK/g blata). 
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Enterobacteriaceae, Clostridium coccoides, Bifidobacterium and Lactobacillus ssp.). 
 
 
Slika 10: Relativno število bakterijskih skupin, določenih z analizo RT-PCR.  
Rezultati RT-PCR pred prehransko intervencijo s kruhom z betaglukani (KBG) in s kontrolnim kruhom 
(KK) in po njej, izraženi kot razmerje med številom določenih bakterijskih skupin in celotnim številom 
bakterij v vzorcu. 
 
4.4.2 DGGE 
Z analizo DGGE nam ni uspelo pokazati sprememb v sestavi črevesne mikrobiote po prehranski 
intervenciji. Rezultati analiz DGGE so nam pomagali pri izboru vzorcev za sekvenciranje 
naslednje generacije, saj smo na podlagi kakovosti profilov DGGE (izostrenost lis DGGE) 
določili vzorce za nadaljnjo analizo (Slika 11). 
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Slika 11: Profili DGGE iz vzorcev blata preiskovancev testne in kontrolne skupine pred prehransko 
intervencijo in po njej.  
Z – vzorci, analizirani pred intervencijo, K – vzorci, analizirani po intervenciji, vsak vzorec blata smo 
analizirali v paralelnih ponovitvah (a, b – prikazan zgolj 1 izmed dveh) 
Vzorci kontrolne skupine – 1, 14, 17, 18, 21, 26, 28, 32, 34, 35, 36, 40 
Vzorci testne skupine – 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 16, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 31, 33, 37, 38, 41, 42, 43 
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Na Sliki 11 je vidno, da za več kot tretjino vzorcev velja, da so bili profili DGGE vzorcev istih 
preiskovancev pred in po intervenciji med sabo bolj podobni, kot z vzorci drugih 
preiskovancev. Prehranska intervencija torej ni imela dovolj močnega učinka na sestavo 
črevesne mikrobiote, da bi jo lahko zaznali z metodo DGGE. Lahko zaključimo, da so razlike 
v sestavi črevesne mikrobiote preiskovancev močno individualne, kar se odraža v razporejanju 
profilov DGGE glede na posameznika in ne glede na intervencijo. 
 
4.4.3 SEKVENCIRANJE NASLEDNJE GENERACIJE 
Skupno smo sekvencirali 46 vzorcev od 23 preiskovancev, vzorčenih pred intervencijo in po 
njej. 14 preiskovancev je pripadalo testni skupini, 9 pa kontrolni. Skupno smo opredelili 804 
OTE iz 3.777.345 sekvenc (91,1 % surovih odčitkov) z dolžino 402 baznih parov. Povprečno 
število sekvenc na posamezen vzorec je 82.116, povprečno število OTE na vzorec pa 278. 
 
Z analizami α-diverzitete smo preučili filogenetske spremembe v pestrosti, bogatosti in 
enakomernosti predstavnikov črevesne mikrobiote preiskovancev po prehranski intervenciji. 
Mere pestrosti oz. diverzitete smo izračunali z več modeli, ki so navedeni v Preglednici 10, iz 
katere je razvidno, da so se v testni skupini značilno zmanjšale bogatost, pestrost in 
enakomernost. V kontrolni skupini nismo zaznali značilnih sprememb v analizah α-diverzitete. 
 
Preglednica 10: Razlike mere pestrosti v testni in kontrolni skupini po prehranski intervenciji 
z betaglukani. 
 Testna skupina 
 
Kontrolna skupina 
Model  Razlika v pestrosti p* Razlika v pestrosti 
 
p* 
Indeks bogatosti CHAO1  –44,84 ± 44,63 0,002 16,30 ± 38,20 0,173 
Indeks pestrosti SHANNON –0,28 ± 0,42 0,030 0,06 ± 0,24 0,374 
Število OTE –31,00 ± 38,41 0,013 4,44 ± 25,31 0,284 
* Wilcoxonov test z rangi 
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Slika 12: Analize α-diverzitete. 
Razlike v bogatosti – CHAO1 indeks (p = 0,002; Wilcoxonov test z rangi) – in pestrosti – SHANNON 
indeks (p = 0,03; Wilcoxonov test z rangi) – pri testni (modra) in kontrolni (zelena) skupini.  
 
Na Sliki 12 so prikazane mere bogatosti in pestrosti pred intervencijo in po njej v kontrolni in 
testni skupini. V testni skupini je vidno značilno zmanjšanje bogatosti, CHAO 1 (p = 0,002), in 
pestrosti, SHANNON (p = 0,030). 
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Z metričnim večrazsežnostnim lestvičenjem z metodo glavnih koordinat (PCoA) tehtanih 
UniFrac razdalj (Slika 13A) smo pokazali, da se sestava črevesne mikrobiote pred prehransko 
intervencijo pri posameznikih tako v testni in tudi kontrolni skupini močno razlikuje. Tudi 
spremembe po prehranski intervenciji, ki so prikazane kot puščice (velikost puščice odraža 
velikost spremembe v sestavi), kažejo, da je odziv na intervencijo med posamezniki zelo 
različen. Značilnih razlik v črevesni sestavi po prehranski intervenciji z analizami β-diverzitete 
tako nismo pokazali. Kljub temu smo opazili, da so velike spremembe v sestavi črevesne 
mikrobiote, vidne pri posameznih preiskovancih, še posebno pri treh (4, 10, in 33), pri katerih 
puščice s podobno usmerjenostjo in dolžino kažejo na podoben odziv na prehransko 
intervencijo (Slika 13A). Poleg tega se je na prehransko intervencijo vidno odzval tudi 
preiskovanec 31 iz testne skupine, vendar je odziv drugačen v primerjavi z odzivom prvih treh 
preiskovancev (drugačna usmerjenost in dolžina puščice).  
 
Grafični prikaz kvantilov tehtanih razdalj UniFrac prav tako ne kaže značilnih sprememb v β-
diverziteti po prehranski intervenciji pri testni in kontrolni skupini. Spremembe niso opazne, 
ko med seboj primerjamo vzorce posameznika pred intervencijo in po njej (znotraj 
preiskovancev – Slika 13B) ali ko primerjamo sestavo črevesne mikrobiote med preiskovanci 
znotraj celotne skupine (med preiskovanci – Slika 13C). Tudi tukaj je razvidno, da je 
sprememba v β-diverziteti močnejša pri testni skupini, vendar predvsem zaradi odziva treh 
posameznikov na prehransko intervencijo. 
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Slika 13: Analize β-diverzitete. 
A – Analiza glavnih koordinat (PCoA) tehtanih razdalj UniFrac. Obarvane puščice prikazujejo 
spremembo v sestavi črevesne mikrobiote pri testni in kontrolni skupini po prehranski intervenciji. B, 
C– Grafikon kvantilov tehtanih Unifrac razdalj. Prikazane so individualne razdalje črevesne mikrobiote, 
primerjane med posameznim preiskovancem po intervenciji – znotraj preiskovancev (B) in med 
preiskovanci znotraj skupine (C). 
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Nadaljnje smo preučevali spremembe v sestavi črevesne mikrobiote glede na različne mikrobne 
taksonomske skupine. Na slikah 14A in 14B je vidno, da pri preiskovancih iz testne in kontrolne 
skupine prevladujejo bakterije iz debla Firmicutes, po številu pa sledijo tiste iz debla 
Bacteroidetes. Pri nekaterih preiskovancih so v različnih deležih zastopane tudi druge 
bakterijske skupine iz debel Actinobacteria, Verrucomicrobia in Proteobacteria. Zanimivo je 
tudi, da so pri nekaterih preiskovancih iz debla Bacteroidetes močno zastopane bakterije iz rodu 
Prevotella, pri drugih pa je več bakterij iz rodu Bacteroides. Preiskovancev, pri katerih sta 
močno zastopana oba rodova, pa je malo (Slika 14C, Slika 14D). 
 
Značilnih sprememb po prehranski intervenciji v zastopanosti bakterijskih debel nismo zaznali 
pri nobeni skupini (Slika 14A, Slika 14B). Opazili pa smo, da se je pri preiskovancih 4, 10 in 
33 močno povišala zastopanost bakterij iz debla Bacteroidetes, natančneje iz rodu Prevotella, 
pri preiskovancu 31 pa se je prav tako povišala zastopanost bakterij iz debla Bacteroidetes, 
vendar so slednje pripadale rodu Bacteroides (Slika 14C in Slika 14D). Spremembe v deležu 
posameznih bakterijskih skupin so pri preiskovancih 4, 10 in 33 velike, saj se je število sekvenc 
bakterij iz debla Bacteroidetes povečalo za > 2-krat ter > 5-krat pri številu sekvenc iz rodu 
Prevotella.  
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Slika 14: Sestava črevesne mikrobiote pred prehransko intervencijo in po njej.  
Zastopanost različnih bakterijskih debel v kontrolni (A) in testni skupini (B). Zastopanost izbranih 
bakterijskih rodov iz debla Bacteroidetes v kontrolni skupini (C) in testni skupini (D). 
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Analizirali smo tudi spremembe v zastopanosti različnih bakterijskih taksonomskih skupin v 
vzorcih (Slika 15). V testni skupini se je po intervenciji značilno zmanjšalo število sekvenc 
(OTE) bakterij iz redu Coriobacteriales, skupaj z zmanjšanjem števila predstavnikov tega redu: 
Collinsella aerofaciens in Asaccharobacter celatus (sprememba ni značilna, p < 0,05 pred 
korekcijo Benjamini-Hochberg). Značilno se je zmanjšalo tudi število sekvenc skupine na 
nivoju rodu nerazvrščenih bakterij, ki se sicer uvrščajo v red Clostridiales. Poleg tega smo v 
testni skupini opazili večje število sekvenc iz bakterijske skupine Agathobacter rectalis (prej 
Eubacterium rectale) (sprememba ni značilna, p < 0,05 pred korekcijo Benjamini-Hochberg) 
(Slika 16). 
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Slika 15: Spremembe v zastopanosti OTE (operacijska taksonomska enota) po prehranski intervenciji. 
Grafični prikaz kvantilov razmerja spremembe log 2 v zastopanosti različnih bakterijskih skupin (OTE) 
črevesne mikrobiote po prehranski intervenciji s kruhom z betaglukani (KBG) ali kontrolnim kruhom 
(KK).  
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razmerje spremembe log2 
 
Slika 16: Spremembe v zastopanosti določenih OTE (operacijska taksonomska enota) po prehranski 
intervenciji. 
Grafični prikaz kvantilov razmerja spremembe log 2 v zastopanosti določenih bakterijskih skupin (OTE) 
črevesne mikrobiote po prehranski intervenciji v testni in kontrolni skupini. V testni skupini se je 
značilno znižalo število sekvenc, ki pripadajo redu Coribacteriales in število bakterijskih sekvenc iz 
redu Clostridiales (ap < 0,05 po korekciji Benjamini-Hochberg). Preostanek kvantilov predstavlja 
spremembe v številu sekvenc iz bakterijskih skupin Agathobacter rectalis, Asaccharobacter celatus in 
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Ker je začetno stanje črevesne mikrobiote pomemben dejavnik, od katerega je odvisen odziv 
posameznika na prehransko intervencijo [103,174,175], smo analizirali tudi sestavo mikrobiote 
pri preiskovancih iz testne skupine pred začetkom prehranske intervencije. Testno skupino smo 
razdelili na posameznike, ki so se odzvali na intervencijo z znižanjem koncentracije 
celokupnega holesterola, in posameznike, ki se na intervencijo niso odzvali. Opazili smo 
značilne razlike v zastopanosti nekaterih bakterijskih skupin (Slika 17). 
 
Zanimivo je, da so bile številne bakterijske skupine (OTE) slabše zastopane pri preiskovancih, 
ki so se na prehransko intervencijo odzvali z znižanjem koncentracije holesterola v krvi. Je pa 
tudi nekaj bakterijskih skupin, ki jih je bilo več pri odzivnih preiskovancih, kot so npr. tiste, ki 
pripadajo bakterijski skupini Clostridium leptum, ali tiste iz skupin bakterij, ki jih povezujejo z 
zdravjem: Bifidobacterium fecale, Bifidobacterium bifidum in Akkermansia muciniphila. 
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Slika 17: Razlike v začetni sestavi črevesne mikrobiote. 
Značilne razlike v zastopanosti različnih bakterijskih skupin v sestavi črevesne mikrobiote pred 
prehransko intervencijo med preiskovanci, ki so se odzvali (oranžna barva) na prehransko intervencijo 
z znižanjem celokupnega holesterola (CH), in preiskovanci, ki se niso odzvali (vijolična barva) na dieto 
s kruhom z betaglukani (KBG).  
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V zadnjih desetletjih je močno naraslo število oseb z MS, pri katerih je povečano tveganje za 
razvoj diabetesa in srčno-žilnih bolezni. Ob pravočasnem ukrepanju je razvoj omenjenih 
bolezni mogoče zaustaviti s povečano fizično aktivnostjo in ustrezno prehrano [1]. Številne 
študije so potrdile pozitivne učinke nekaterih diet kot prvega intervencijskega ukrepa pri 
preventivi in zdravljenju MS. Uživanje živil, bogatih z vlakninami, ki uravnavajo koncentracijo 
glukoze, lipidov in inzulina v krvi, uravnavajo krvni pritisk ter apetit, pripomore k zdravljenju 
simptomov MS [114]. Nekatere vlaknine (t. i. prebiotiki) lahko spodbujajo rast ali metabolično 
aktivnost koristnih mikroorganizmov v črevesu in posredno ugodno učinkujejo na zdravje 
[123]. Z našo raziskavo smo želeli preučiti učinke uživanja ječmenovih betaglukanov, ki so kot 
topna prehranska vlaknina dobro preučeni predvsem z vidika fizikalno-kemijskih lastnosti 
[141] in klinično z vidika učinkov na uravnavanje sladkorja in maščob v krvi [152,161]. Slabše 
je raziskan vpliv betaglukanov na sestavo črevesne mikrobiote [135,167,168], ki je poleg drugih 
pomemben dejavnik za uravnotežen metabolizem in glavni predmet preučevanja naše 
raziskave. 
 
Raziskavo je zaključilo 43 preiskovancev z MS ali s povečanim tveganjem za razvoj MS. K 
raziskavi smo povabili 81 preiskovancev, vendar 30 oseb nismo vključili, saj so bodisi 
sodelovanje zavrnile zaradi osebnih razlogov bodisi niso ustrezale vstopnim kriterijem. Nabor 
preiskovancev je potekal preko referenčnih ambulant zdravstvenih domov v Ajdovščini in 
Ljubljani. Večina preiskovancev, ki ni izpolnjevala vstopnih kriterijev, je imela diagnosticirano 
sladkorno bolezen tipa 2 ali se je že zdravila zaradi povišane koncentracije holesterola v krvi. 
Nabor preiskovancev je potekal počasi, saj so imeli povabljeni osebne zadržke glede 
sodelovanja v študiji oz. niso izkazovali zanimanja za zdravljenje simptomov MS s prehrano. 
Po randomizaciji smo izločili 8 preiskovancev, od katerih je kar 7 naključno pripadalo kontrolni 
skupini. Velik izpad je bil posledica izvedbe testa OGTT, ki so ga preiskovanci (predvsem 
osebe ženskega spola) težko prenašali. Dve osebi sta izgubili zavest, ena pa je posledično 
zavrnila sodelovanje. Ostali niso želeli sodelovati zaradi osebnih razlogov (preobremenjenost, 
razlog brez utemeljitve) ali zaradi pričetka jemanja antibiotikov. Na začetku raziskave ni bilo 
statistično značilnih razlik v antropometričnih in metaboličnih parametrih med preučevanima 
skupinama. V testni skupini je študijo prekinil le en preiskovanec, ki je poročal o močnih 
spremembah v prebavi (tekoče blato, napenjanje). Ostali preiskovanci iz testne skupine niso 
poročali o večjih spremembah, povezanih s prebavo, kvečjemu o lažjemu občutku na področju 
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prebavil in o povečani frekvenci odvajanja blata. Betaglukani so tudi pri drugih raziskavah s 
strani uporabnikov dobro sprejeta vlaknina [154]. Po naših podatkih so le v raziskavi, ki so jo 
opravili Mitsou in sod. [167] v testni skupini poročali o abdominalni bolečini in tekočem blatu 
v drugi polovici prehranske intervencije z betaglukani [167]. Toksikološka študija z betaglukani 
na podganah, v kateri so živali izpostavili 100-krat večji količini betaglukanov, kot je dnevno 
priporočena, ni pokazala večjih sprememb po opazovanju splošnega stanja, vedenja, rasti, 
prehranjevanja, pitja, urina in kliničnih parametrih podgan [154,202].  
 
5.1 Vpliv betaglukanov na uravnavanje maščob v krvi 
 
Po štiritedenski prehranski intervenciji z betaglukani so se pri preiskovancih v testni skupini 
spremenili nekateri znaki MS, ki kažejo na ugoden vpliv uživanja vlaknin pri rizični populaciji. 
Značilno se je zmanjšala koncentracija celokupnega holesterola v krvi pri skupini, ki je uživala 
6 g betaglukanov dnevno, medtem ko v kontrolni skupini ni bilo značilnih sprememb. V naši 
študiji pri testni skupini nismo zaznali sprememb v ravni LDL- in HDL-holesterola. Pri testni 
skupini se je značilno zmanjšal obseg pasu, telesna teža pa pri obeh skupinah. Večina raziskav, 
ki preučuje vpliv uživanja betaglukanov na metabolizem maščob, poroča predvsem o 
zmanjšanju ravni LDL- in celokupnega holesterola v krvi. Na podlagi opravljenih kliničnih 
raziskav betaglukanov zadnjih dveh desetletij velja trditev, da uživanje 3 g betaglukanov 
dnevno zmanjša koncentracijo celokupnega in LDL-holesterola v krvi za 5–7 % pri osebah z 
normalno ali prekomerno koncentracijo holesterola v krvi [159].  
Možnih razlag, zakaj z našo prehransko intervencijo nismo uspeli pokazati razlik v ravni LDL-
holesterola v krvi, je več. Znano je, da imajo fizikalno-kemijske lastnosti betaglukanov velik 
vpliv na njihovo fiziološko učinkovitost [141]. Lastnosti, kot so vezavna sposobnost, 
nabrekanje, viskoznost in formiranje gela ter občutljivost za bakterijsko fermentacijo, določajo 
fiziološko aktivnost betaglukanov [141,203]. Korelacije med posameznimi lastnostmi vlaknin 
in vplivom na funkcionalne lastnosti še niso pojasnjene. Jasno pa je, da je funkcija betaglukanov 
močno odvisna od stopnje viskoznosti v svetlini črevesa [141,203]. Viskoznost betaglukanov 
je odvisna od njihove molekulske mase, ki pa se lahko spremeni med postopki tehnološkega 
procesiranja ali presnovo samo [141]. V naši raziskavi so preiskovanci betaglukane uživali kot 
sestavino kruha, ki so ga vključili v obstoječi jedilnik. Betaglukani, uporabljeni v naši študiji, 
so bili dolgoverižni polimeri z visoko molekulsko maso, saj so bili pridobljeni le s fizikalnimi 
postopki mletja in sejanja in ne s kemijskim postopki, ki bi lahko znižali njihovo molekulsko 
maso ter posredno vplivali na njihovo funkcionalno delovanje [204]. Med samim postopkom 
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priprave in fermentacije kruha se tudi lahko zmanjša molekulska masa betaglukanov [141,205], 
kar je kljub optimizaciji časa procesiranja kruha v naši študiji možen razlog za zmanjšano 
učinkovitost. Učinkovitost betaglukanov je odvisna tudi od dnevne zaužite količine. 
Maksimalna priporočena dnevna vrednost betaglukanov za odzivnost na glukozni in lipidni 
metabolizem je 3–6 g/dan [141].V naši študiji smo uporabili zgornjo priporočeno mejo, ker smo 
vzporedno preučevali tudi vpliv betaglukanov na spreminjanje sestave črevesne mikrobiote, 
kjer ni določenih priporočenih količin. Testni kruh so preiskovanci vključili v obstoječi jedilnik, 
ki je lahko vseboval tudi betaglukane iz drugih živil. Preiskovanci so tako potencialno zaužili 
tudi več betaglukanov od največje priporočene dnevne vrednosti, kar je imelo vpliv na 
neznačilne spremembe v vrednosti LDL-holesterola v krvi [141]. Betaglukani naj bi bili 
učinkovitejši, če jih uživamo raztopljene v tekočinah in ne v obliki trdega živila, kar je lahko 
tudi vzrok za manjšo učinkovitost betaglukanov z vidika uravnavanja holesterola in glukoze v 
krvi [141,206]. Ne nazadnje ni izključena tudi možnost nedoslednega uživanja zahtevane 
količine kruha. Preiskovanci so sicer izpolnjevali vprašalnik o dnevni zaužiti količini ter bili 
tedensko kontrolirani preko izpraševalca, vendar je prehranska intervencija za populacijo z MS 
sorazmerno obremenjujoča in zato obstaja tveganje za neupoštevanje prehranskih navodil.  
Koncentracija trigliceridov v krvi se je v testni skupini značilno znižala le v primeru, ko smo 
poostrili kriterije za obseg pasu (obseg pasu za ženske > 100 cm in za moške > 110 cm) ter v 
analizo vključili preiskovance z večjim obsegom pasu, kot je vstopni kriterij za MS. Na podlagi 
naše študije lahko potrdimo, da so betaglukani ugodna sestavina za uravnavanje metabolizma 
maščob, še posebej pri populaciji, ki ima težje oblike metaboličnih motenj, povezanih z 
debelostjo. 
 
Vpliv betaglukanov na uravnavanje inzulinske rezistence 
Štiritedenska intervencija z betaglukani ni izboljšala stanja IR pri preučevani populaciji. OGTT 
je pokazal, da je bilo uravnavanje glukoze in inzulina v krvi precej različno pri različnih 
posameznikih (Priloga: Preglednica 1P). Nekaterim preiskovancem se je stanje izboljšalo, 
drugim pa celo poslabšalo. V Preglednici 7 je razvidno, da imata obe skupini pred prehransko 
intervencijo blago obliko inzulinske rezistence, ki je v povprečju ostala enaka tudi po 
intervenciji. IR ni bil eden izmed vstopnih kriterijev za sodelovanje v raziskavi, zato je bilo tudi 
začetno stanje IR med preiskovanci zelo različno. Eden izmed vstopnih kriterijev je bil povečan 
obseg pasu, ki sicer korelira z debelostjo, vendar pa ne nujno z IR. Poleg tega ima na izboljšanje 
stanja IR večji vpliv izguba telesne teže kot pa sama prehranska intervencija [207]. Zaradi 
različnega začetnega stanja IR pri preiskovancih smo težko pokazali na značilne spremembe, 
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vezane na inzulinsko občutljivost. Tudi na splošno vodi uživanje bodisi topnih bodisi netopnih 
vlaknin do precej nekonsistentnih rezultatov, ko gre za povezavo z vplivom na IR [71]. Po 
podatkih v literaturi se je kot ugodna vlaknina za uravnavanje IR izkazal inulin. Tako je 
pettedensko uživanje inulina pri zdravih preiskovancih ugodno vplivalo na IR z znižanjem ravni 
glukoze na tešče, ravni HbA1c in indeksa HOMAIR [208]. Stanje IR se je izboljšalo tudi pri 
preiskovankah z diabetesom tipa 2 po osemtedenskem uživanju 10 g inulina, in sicer z 
znižanjem indeksa HOMAIR ter ravni HbA1c [209]. Podobne učinke so pokazali tudi pri 
preiskovancih s SBT2, ki so 8 tednov uživali vlaknine v rženem kruhu [210], ali pri predebelih 
preiskovancih, ki so se 6 tednov prehranjevali s polnozrnatimi živili [211]. Pozitivne učinke 
uživanja netopne vlaknine ovsa na IR so pokazali Weickert in sod. [212], in sicer že po 72 h pri 
preiskovancih z diabetesom tipa 2. Razlik v IR z izboljšanjem indeksa HOMAIR pa niso zaznali 
v študiji s 30 predebelimi ženskami, ki so 3 mesece uživale inulin [213]. Izboljšanje stanja IR 
je v več primerih značilno za raziskave, v katerih so imeli preiskovanci težje oblike 
metaboličnih motenj v primerjavi z našo preučevano populacijo. Poleg tega je za večino 
raziskav, v katerih so pokazali ugoden učinek uživanja vlaknin, značilen daljši intervencijski 
čas (6 tednov ali več).  
 
Na heterogen odziv IR ima verjetno vpliv tudi način prehranjevanja, saj z intervencijo nismo 
posegali v jedilnik preiskovancev in obstoječe prehranske navade (z izjemo uživanja pre- in 
probiotikov). Preiskovancem je bilo naročeno naj s testnim živilom nadomestijo določen obrok 
ali prilogo tako, da ne povečajo dnevnega energijskega vnosa. Drugih prehranskih restrikcij 
niso prejeli. Slabost omenjenega tipa raziskave je, da nismo uspeli v celoti kontrolirati količine 
in tipa prehrane preiskovancev, temveč le povprečni vnos hranil, ki smo ga določili s podatki 
72-urnega jedilnika prejšnjega dne. Med skupinama nismo zaznali večjih razlik v prehrani razen 
v količini zaužitih vlaknin. Dobra plat tovrstne raziskave pa je, da smo dobili hiter odgovor, ali 
betaglukani lahko vplivajo na parametre MS in črevesno sestavo brez večjih posegov v trenutni 
način prehranjevanja. Slednje je tudi ključno za osebe z MS, za katere sprememba življenjskega 
sloga s poudarkom na prehrani v večini primerov predstavlja obremenitev. V študiji, ki so jo 
opisali Dewulf in sod. [213], so na podoben način preučevali tudi učinke inulina, ki je bil 
vključen v obstoječi jedilnik preiskovank. Z raziskavo niso uspeli pokazati izboljšanja stanja 
IR, čeprav je bila populacija predebela in je bil intervencijski čas v primerjavi z našo raziskavo 
daljši (3 mesece) [213]. 
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Da je glukozni odziv zelo odvisen od posameznika, so potrdili tudi Zeevi in sod. [174], ki so 
pri 800 preiskovancih preučevali glukozni odziv na določene vrste živil. Pri preiskovancih so 
ugotovili zelo heterogen odziv postprandialne glukoze na enak tip živil, kar postavlja v dvom 
obstoječe pristope prehranskih intervencij, ki poskušajo uvesti univerzalne prehranske 
smernice. Šele po razvitem matematičnem algoritmu, ki upošteva tako dejavnike prehrane, 
antropometrične značilnosti, fizično aktivnost kot tudi sestavo črevesne mikrobiote, so lahko 
predlagali specifično dieto, ki je učinkovito znižala odziv glukoze pri določeni skupini 
preiskovancev [174]. Vedno bolj v veljavo prihaja individualni pristop zdravljenja metaboličnih 
motenj s prehrano, kjer so poleg obstoječe prehrane in metaboličnega stanja ključne 
karakteristike za predpis zdravljenja tudi fizična aktivnost, spol, socialno-ekonomski status, 
kultura, sestava črevesne mikrobiote in genetska predispozicija [177,214]. 
 
Kot že omenjeno, sta dieta in zdrav življenjski slog primarna preventivna in kurativna ukrepa 
za lajšanje oz. zdravljenje parametrov MS, ki lahko vodijo v razvoj srčno-žilnih bolezni, 
debelosti ali SBT2. Splošna prehranska priporočila so primerljiva med vsemi zgoraj 
navedenimi metaboličnimi boleznimi. Na kratko: prehranske prioritete, ki temeljijo na 
praktičnih primerih, vključujejo veliko količino sadja, neškrobne zelenjave, oreščke, stročnice, 
ribe, rastlinska olja, fermentirane mlečne izdelke in minimalno procesirana žita ter zmanjšano 
količino rdečega mesa, procesiranega mesa, živil, bogatih s škrobom in procesiranimi žiti, 
dodanim sladkorjem, soljo ter trans-maščobnimi kislinami [214]. Mediteranska dieta je npr. 
večkrat izpostavljena dieta, ki odpravlja ali zmanjšuje dejavnike tveganja za razvoj MS: 
zmanjšuje dolgoročno pridobivanje telesne teže, ima ugodne učinke na krvni tlak, maščobe in 
lipoproteine v krvi, vnetje, endotelijsko funkcijo, IR, zmanjšuje tveganje za aritmijo, trombozo 
in ne nazadnje ugodno vpliva na sestavo črevesne mikrobiote [214–216]. Ječmenovi 
betaglukani so kot topne vlaknine primerna komponenta zdrave (tudi mediteranske) diete 
posameznika in lahko v kombinaciji z drugimi dejavniki (uravnotežena prehrana, gibanje, stres 
ipd.) prispevajo k izboljšanju določenih metaboličnih motenj. 
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5.2 Vpliv betaglukanov na sestavo kratkoverižnih maščobnih kislin 
 
Ječmenovi betaglukani so po štiritedenski intervenciji spremenili sestavo kratkoverižnih 
maščobnih kislin (KMK), in sicer s povišanjem vsebnosti propionske kisline. KMK so produkt 
mikrobne fermentacije in so prvi pokazatelj, da so ječmenovi betaglukani sposobni spreminjati 
sestavo črevesne mikrobiote [75]. O natančnih fizioloških učinkih povišanja propionske kisline 
ne moremo govoriti, saj je vpletenih preveč eksternih in internih dejavnikov, ki vplivajo na 
metabolični odziv gostitelja. Vsekakor pa lahko na podlagi trenutno znanih mehanizmov 
delovanja KMK potrdimo, da povišanje propionske kisline kaže na spremembe, ki so posledica 
prehranske intervencije z betaglukani in ki bi lahko vplivale na maščobni in pri nekaterih 
preiskovancih tudi glukozni metabolizem gostitelja [76,217]. Propionska kislina ima 
pomembno vlogo pri glukoneogenezi, in preko nje neposredno vpliva na uravnavanje 
energetske homeostaze [83]. Na energetsko homeostazo deluje tudi indirektno z vplivom na 
sproščanje črevesnih hormonov ter posredno na sitost [75,218]. Povečana fermentacija in 
produkcija KMK naj bi bila sorazmerna z zaužito količino prehranske vlaknine. Povišanje 
KMK lahko vpliva na tranzitni čas presnove skozi črevo ter posredno na absorpcijo hranil in 
pH v črevesu [116,117]. Povišanje vsebnosti propionske kisline je v skladu s povišanjem 
zastopanosti bakterij iz debla Bacteroidetes pri treh preiskovancih v naši študiji, o čemer 
poročajo tudi Salonen in sod. [175]. Propionsko kislino naj bi črevesne bakterije proizvajale 
preko različnih metaboličnih poti, med katerimi je najpomembnejša pot s sukcinatom, in sicer 
s strani različnih predstavnikov iz debla Bacteroidetes in debla Firmicutes iz razreda 
Negativicutes [219]. Sposobnost fermentacije betaglukanov s strani črevesnih 
mikroorganizmov se je pokazala v različnih in vitro raziskavah [156,220] in tudi v raziskavah 
na živalskih modelih [164,221,222]. Manj pa je kliničnih, humanih raziskav, povezanih z 
betaglukani in produkcijo KMK. V študiji, v kateri so preučevali učinke uživanja betaglukanov 
pri zdravih osebah, so pokazali na povišanje vsebnosti 2-metil-propionske kisline, propionske 
in maslene kisline [136]. V drugi raziskavi pa so pokazali na povišanje ocetne, propionske, 
maslene, izomaslene in izovalerenske kisline po osemtedenski intervenciji z betaglukani [223].  
 
5.3 Vpliv betaglukanov na spreminjanje sestave črevesne mikrobiote 
 
ANALIZE RT-PCR in DGGE  
Prehranska intervencija z betaglukani je spremenila sestavo črevesne mikrobiote. Značilne 
spremembe smo zaznali le z metodami NGS, ne pa tudi z molekularnimi metodami RT-PCR in 
DGGE. Metodologija DGGE omogoča le kvalitativni vpogled v sestavo črevesne mikrobiote 
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in metodološko ni bila dovolj občutljiva za ugotavljanje sprememb po prehranski intervenciji z 
betaglukani. Metoda sicer omogoča sorazmerno visoko občutljivost v prepoznavanju 
bakterijskih skupin, saj lahko zazna bakterijske skupine, ki predstavljajo le 1 % mikrobne 
združbe [190]. Na tem mestu pa je treba poudariti, da so v črevesni mikrobioti mnogi 
predstavniki prisotni tudi v manjšem deležu, vendar so lahko kljub temu pomembni za 
fiziologijo gostitelja. Kljub temu je analiza DGGE služila kot primerno orodje za ugotavljanje 
uspešnosti izolacije mikrobne DNK, ki je bila ustrezna za nadaljnje manipulacije 
(sekvenciranje). Na podlagi ustreznih profilov DGGE smo tudi določili nabor vzorcev za 
sekvenciranje naslednje generacije.  
 
Tudi s kvantitativno metodo RT-PCR nismo zaznali značilnih sprememb v sestavi črevesne 
mikrobiote po prehranski intervenciji, ko smo primerjali relativne vrednosti zastopanosti 
posameznih skupin bakterij (število bakterij določene bakterijske skupine/skupno število 
bakterij v vzorcu). Značilno se je znižalo le absolutno število kopij ribosomskih genov bakterij 
iz skupine Clostridium leptum. Ne glede na statistično značilnost rezultata je v kompleksnih 
okoljskih vzorcih, kot je humano blato, težko govoriti o absolutnem številu bakterij. V okoljskih 
vzorcih analiziramo le del mikrobne združbe, saj posamezni koraki molekularnih metod 
(izolacija DNK, uspešnost prileganja specifičnih začetnih oligonukleotidov, omejena velikost 
odčitkov pri NGS) vplivajo na bolj ali manj uspešno odkrivanje vseh predstavnikov mikrobne 
združbe v dejanskem okolju. Zato je absolutna kvantifikacija sprememb in sestave črevesne 
mikrobiote problematična in je trenutno uporabljena informacija le relativna ocena razmerij ali 
verjetnosti zastopanosti bakterijskih skupin [224]. 
 
Nekatere raziskovalne skupine so z metodami RT-PCR ali DGGE zaznale spremembe v sestavi 
črevesne mikrobiote po prehranskih intervencijah. Metzler-Zebeli in sod. [225] so uporabili 
živalske modele, pri katerih imajo zunanji dejavniki (življenjski slog, metabolično stanje, 
začetna sestava črevesne mikrobiote itd.) manjši vpliv na končni učinek intervencije kot pri 
humanih študijah. Martinez in sod. [134] pa so kljub ugotovljenim spremembam opozorili na 
izrazit vpliv posameznika na prehransko intervencijo [134]. Omenjeni raziskavi sta se 
osredotočili na specifične bakterijske skupine, ki veljajo za ugodne oz. dominantne bakterije 
črevesne mikrobiote. S porastom raziskav na tem področju in razvojem metodologij NGS je 
postalo jasno, da je za celostno razumevanje kompleksnega črevesnega okolja pomembno 
spremljati vse bakterijske skupine vključno s posameznimi vrstami [176].  
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ANALIZE NGS: α- in β-DIVERZITETA 
Z analizami NGS smo zaznali spremembe v sestavi črevesne mikrobiote po prehranski 
intervenciji z betaglukani. Slednje je razvidno iz analiz α-diverzitete, pri kateri se je zmanjšala 
tako pestrost kot bogatost bakterijske združbe, medtem ko se v kontrolni skupini ni. Večjo 
pestrost in bogatost večinoma povezujejo z zdravim stanjem črevesne mikrobiote [226]. Ali je 
pestrost povezana z zdravim stanjem, je pogosta tema različnih pogledov na področju 
preučevanja mikrobiote. Črevesna mikrobiota je kompleksna združba v gostitelju, katere 
pestrost ni podedovana in je pod vplivom številnih eksternih in internih dejavnikov. Zato večja 
pestrost ni nujno univerzalno boljša za gostitelja, temveč mora biti obravnavana v kontekstu 
celotnega organizma in v skladu z želenimi fiziološkimi učinki [227]. Slednje potrjujejo tudi 
raziskave, v katerih poročajo o povečani pestrosti pri bolnikih z rakom črevesa ali črevesnimi 
polipi [228,229]. Kot je bilo že razloženo v uvodnih poglavjih, imajo vlaknine različne 
fizikalno-kemijske lastnosti, ki lahko spremenijo okoljske razmere v svetlini črevesa in tako 
posredno izzovejo različne fiziološke učinke v gostitelju [230,231]. Takšne spremembe lahko 
vplivajo tudi na pestrost črevesne mikrobiote, kar potrjujejo nekatere študije. Tako se je pri 
debelih miših zmanjšala pestrost črevesne mikrobiote po uživanju neprebavljivih fruktanov 
[232]. Podobno se je pestrost zmanjšala tudi pri preiskovancih z MS po intervenciji z 
arabinoksilani [130] oz. pri predebelih preiskovancih po intervenciji z rezistentnim škrobom 
[175]. Ječmenovi in ovseni betaglukani so v več živalskih modelih vplivali na spremembo α-
diverzitete z zmanjšanjem mikrobne bogatosti in pestrosti [222,231]. Pri zdravih preiskovancih 
pa dvomesečna prehranska intervencija z betaglukani ni značilno vplivala na bakterijsko 
pestrost, kar je morda posledica manjše zaužite dnevne količine betaglukanov (3 g v primerjavi 
s 6 g v naši raziskavi) [136]. Mehanizmi delovanja betaglukanov še niso v celoti poznani. Ker 
pa so topne vlaknine, lahko predpostavljamo, da viskoznost, podaljšan tranzitni čas, 
fermentabilnost ter sprememba pH, spremenijo okoljske razmere v črevesu in posledično 
vplivajo na sestavo črevesne mikrobiote [169,230].  
 
Nasprotno s spremembami v α-diverziteti, sprememb v β-diverziteti nismo opazili ne v testni 
ne v kontrolni skupini. Analiza PCoA tehtanih razdalj UniFrac je pokazala na močno 
spremembo v sestavi črevesne mikrobiote le pri treh preiskovancih znotraj testne skupine 
(preiskovanci 4, 10, 33). Na podlagi analize α-diverzitete lahko zaključimo, da je sprememba 
črevesne mikrobiote odvisna predvsem od prehranske intervencije. Na drugi strani pa nam 
razpršenost rezultatov, razvidnih iz analize β-diverzitete, kaže, da je sprememba v sestavi 
črevesne mikrobiote odvisna tudi od posameznika. Do podobnega zaključka so prišli tudi Hald 
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in sod. [130], ki so preučevali vpliv arabinoksilanov na sestavo črevesne mikrobiote [130]. 
Preiskovanci z največjo spremembo v sestavi črevesne mikrobiote po intervenciji so izboljšali 
nekatere metabolične parametre (preiskovanci 4, 10, 31, 33). Pri omenjenih preiskovancih se je 
večinoma izboljšala koncentracija posameznih maščob v krvi, vendar odzivi niso bili enotni 
(Preglednica 3P). 
 
TAKSONOMSKE ANALIZE SESTAVE ČREVESNE MIKROBIOTE 
Na ravni debel nismo zaznali značilnih sprememb v sestavi črevesne mikrobiote na nivoju 
celotnih skupin (testne in kontrolne), razen pri treh preiskovancih iz testne skupine 
(preiskovanci 4, 10, 33), pri katerih se je močno povišala zastopanost sekvenc iz debla 
Bacteroidetes (> 2-krat). Pri istih osebah se je povišala zastopanost sekvenc bakterij iz rodu 
Prevotella (> 5-krat). Več študij humane črevesne mikrobiote je pokazalo na morebiten 
antagonističen odnos med bakterijami iz rodov Bacteroides in Prevotella. Večina ljudi v 
razvitem zahodnem svetu ima v debelem črevesu več bakterij iz rodu Bacteroides ter malo 
bakterij iz rodu Prevotella. Manjšina pa ima obratno razmerje z večinskim deležem bakterij iz 
rodu Prevotella. Pri ne-zahodnjakih, ki uživajo pretežno rastlinsko hrano praviloma prevladuje 
rod Prevotella [233]. Rezultati NGS se skladajo s podatki, ki smo jih pridobili z RT-PCR, kjer 
smo pri istih osebah ugotovili povišanje v zastopanosti bakterij iz debla Bacteroidetes. Ta 
ugotovitev potrjuje zanesljivost uporabljenih metod. Pomembna je natančna analiza stanja in 
sprememb vseh članov mikrobne združbe v preučevani populaciji in tudi pri posamezniku 
[177]. Povišanje v zastopanosti bakterij iz debla Bacteroidetes so po tridnevni prehranski 
intervenciji z ječmenovimi vlakninami zaznali tudi Kovatcheva-Datchary in sod. [126] ter 
Wang in sod. [135]; v njihovih raziskavah so preiskovanci s šibko holesterolemijo dnevno 
uživali 3 g visokomolekulskih betaglukanov. Kovatcheva-Datchary in sod. [126] so nadaljnje 
ugotovili, da je Prevotella copri ključna bakterijska vrsta, ki se je odzvala na prehransko 
intervencijo z ječmenom, kar so potrdile tudi druge prehranske študije [104,106,127].  
 
Po prehranski intervenciji smo opazili značilne spremembe v zastopanosti določenih 
bakterijskih skupin na nižjih taksonomskih ravneh. Tako smo v testni skupini zaznali značilno 
nižje število sekvenc (OTE) bakterij iz redu Coriobacteriales ter nižje število sekvenc bakterij 
predstavnikov tega redu: Collinsella aerofaciens in Asaccharobacter celatus (ni značilno). 
Večjo zastopanost C. aerofaciens so opazili pri bolnikih s črevesnim rakom [234], zmanjšano 
pa pri starejših osebah po protivnetnem zdravljenju [235]. Potencialno ugoden učinek 
betaglukanov se nakazuje tudi s povečanjem sekvenc iz bakterijske skupine Agathobacter 
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rectalis (prvotno Eubacterium rectale) v testni skupini (ni značilno). A. rectalis je dobro 
preučena bakterija v črevesni mikrobioti [74], situacija pa je nepregledna, ker večina avtorjev 
še vedno uporablja prvotno ime. Podoben odziv z A. rectalis so ugotovili tudi pri raziskavi, kjer 
so kot preučevani substrat uporabili rezistentni škrob [103]. Rezistentni škrob je po kemijski 
strukturi sicer drugačna vlaknina od betaglukanov, v črevesu pa obe vlaknini dosegata podobne 
fiziološke učinke [236], kar je lahko razlaga za podoben odziv v spremembi sestave črevesne 
mikrobiote. Poročanje o spremembah (tudi negativnih) v sestavi črevesne mikrobiote do nivoja 
taksonomskih vrst je pomembno, če želimo sestaviti kompleksno sliko povezav med 
mikrobioto, gostiteljem in določeno boleznijo [176,177]. Večina prehranskih intervencij je 
(vključno z našo raziskavo) zasnovanih tako, kot je večina medicinskih kliničnih raziskav, kjer 
je cilj bodisi ugotoviti specifično diagnozo bodisi določiti primerno zdravljenje. Rezultati 
zdravljenja v kliničnih raziskavah morajo biti močno značilni, saj odražajo uspešnost 
intervencije [177]. 
 
ANALIZA ZAČETNE SESTAVE ČREVESNE MIKROBIOTE 
S primerjavo začetne sestave črevesne mikrobiote testne skupine smo ugotovili, da imajo tisti, 
ki so se na prehransko intervencijo z betaglukani odzvali z znižanjem koncentracije 
celokupnega holesterola, v nekaterih pogledih značilno sestavo črevesne mikrobiote. 
Preiskovanci so imeli pred prehransko intervencijo bolje zastopane bakterijske skupine, kot so 
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium fecale in Akkermansia muciniphila, ki so jih mnogi 
raziskovalci povezovali z zdravjem. A. muciniphila velja za kazalnik »zdrave« črevesne 
mikrobiote [237], saj je večja zastopanost le-te korelirala z izboljšanjem metaboličnega stanja 
in vitkostjo [238,239]. Na podlagi vseh pozitivnih raziskav njenega delovanja je A. muciniphila 
tudi možni kandidat za novo generacijo probiotičnih prehranskih dopolnil [240]. Manjša 
zastopanost bakterije A. muciniphila pa je značilna za bolnike z diagnosticirano kronično 
vnetno črevesno boleznijo [241]. Pri naši raziskavi se je koncentracija celokupnega holesterola 
zmanjšala pri osebah z višjim številom sekvenc A. muciniphila. Do podobnih zaključkov so 
prišli v raziskavi Dao in sod. [242], v kateri so se pri debelih preiskovancih z večjim številom 
sekvenc A. muciniphila značilno izboljšali določeni metabolični parametri [242]. Ugotovitve 
kažejo, da je individualni odziv na prehransko intervencijo odvisen tudi od sestave 
posameznikove črevesne mikrobiote pred intervencijo [176]. 
 
Številne raziskave opisujejo korelacije med prisotnostjo določenih bakterijskih skupin ter 
boleznimi, kot so sindrom razdražljivega črevesa [243,244], debelost [243,245], diabetes tipa 2 
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[48] in druge, ter tudi s sedečim življenjskim slogom [246]. Mehanizmi, ki privedejo do 
bolezenskega stanja, so še nepojasnjeni. V komunikacijo med mikrobioto in gostiteljem so 
vključene številne aktivne komponente (GLP-1, PYY, KMK, LPS, nevronskih prenašalci), ki 
se vpletajo v živčevje in metabolične poti ter prispevajo k razvoju določene motnje [39]. 
Izvedba humanih študij, ki preučujejo mehanizme delovanja črevesne mikrobiote, je zapletena 
in težko izvedljiva, zato pogosto ne privede do jasnih zaključkov. Na eni strani je prisotna velika 
heterogenost v življenjskem slogu preiskovancev, na drugi strani pa so prisotni še etični zadržki 
v povezavi s kolonizacijo preiskovancev z bakterijskimi vrstami, ki jih povezujejo z 
bolezenskim stanjem. Trenutno je večina študij, ki preučuje mehanizme delovanja črevesne 
mikrobiote zasnovana tako, da dopolnjuje dognanja v humanih raziskavah s preučevanjem 
mehanizmov na živalskih modelih [176]. 
 
Na koncu je treba poudariti še, da zaradi kompleksne sestave predstavnikov črevesne 
mikrobiote z raznolikim naborom encimov, ki vplivajo na razgradnjo ogljikovih hidratov (angl. 
carbohydrate-active enzymes, encimi CAZ), še vedno ne moremo napovedati natančnih 
učinkov posamezne vlaknine. Zaradi kompeticije in medsebojnih povezav med predstavniki 
črevesne mikrobiote ni nujno, da razgradnji določenega polisaharida sledi tudi prevzem in 
izkoriščanje nastalega produkta. Metabolizem in kompeticija dominantnih bakterijskih vrst za 
določen substrat bi morala biti izhodišče za nadaljnje raziskave, da bomo lahko bolje predvideli 
učinke sestavin hrane na črevesno mikrobioto [120,247]. Betaglukani so v naši raziskavi 
spremenili sestavo črevesne mikrobiote, kar nakazuje njihov prebiotični potencial, kot 
predlagajo Bindels in sod. [123]. Slednji prebiotik definirajo kot komponento, ki je sposobna 
spreminjati sestavo črevesne mikrobiote, ki se odraža preko produkcije KMK in ima pozitivne 
učinke na fiziologijo gostitelja, ki se je v našem primeru odražala z znižanjem celokupnega 
holesterola v krvi. 
 
ZAKLJUČEK 
Če želimo razumeti kompleksnost črevesne mikrobiote, ki jo na eni strani opisujemo kot 
stabilno [97], na drugi pa kot dinamično in hitro spremenljivo [104], moramo upoštevati splošne 
lastnosti ekosistema. Ta je podvržen stalni dinamiki z vidika gostote in pestrosti vrstne 
populacije, ki pa se vrši z različno intenzivnostjo in v različnih časovnih obdobjih. Dinamika 
ekosistema črevesne mikrobiote je odvisna od kompeticije med mikrobnimi vrstami, 
spreminjanja metaboličnih poti, ki so v povezavi z imunskim sistemom in spremembo 
prehranskega vzorca, ki so mu bakterijske vrste izpostavljene [176].  
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Sestava črevesne mikrobiote je močan dejavnik v odzivu posameznika na način prehrane. 
Razlogi za velike razlike v sestavi črevesne mikrobiote med posamezniki še niso v celoti 
pojasnjeni in vključujejo vplive okolja (dolgoročni prehranski vzorci, gibanje), morebitno 
bolezensko stanje, zdravljenje, zgodovino mikrobne kolonizacije (porod, dojenje) [120] ter 
gostiteljev genotip [96]. Dolgoročni prehranski vzorci nimajo vpliva le na sestavo črevesne 
mikrobiote, temveč segajo tudi globlje v imunske funkcije in fiziologijo gostitelja [120]. 
Nekateri so mnenja, da naj bi imela začetna sestava črevesne mikrobiote celo večji vpliv na 
gostiteljev odziv na prehransko intervencijo kot intervencija sama [133,175]. Na podlagi tega 
se razvija in uveljavlja nov, t. i. personalizirani ali tudi precizni pristop zdravljenja, pri katerem 
igra eno izmed ključnih vlog tudi preučevanje sestave črevesne mikrobiote [174,177,248]. Vse 
bolj postaja jasno, da bodo splošne prehranske intervencije le redko privedle do enakih 
pozitivnih zdravstvenih učinkov v celotni populaciji. Predpostavljamo, da bodo v okviru 
personaliziranega pristopa zdravljenja oblikovane manjše podskupine bolnikov, ki jim bo 
predpisana specifična intervencija na podlagi njihovega fiziološkega stanja, genetske 
predispozicije, načina življenja, prehranskega vzorca in značilnosti črevesne mikrobiote. 
 
Prebiotiki so potencialni elementi individualno predpisane prehranske intervencije, ki so 
sposobni spreminjati sestavo črevesne mikrobiote v smeri preprečevanja razvoja določenih 
bolezni. Mehanizmi delovanja prehranskih vlaknin v človeku so za zdaj le delno pojasnjeni. 
Zato je ključno nadaljnje raziskovanje delovanja posameznih vlaknin ter njihovega vpliva na 
sestavo in funkcijo črevesne mikrobiote do nivoja posameznih vrst, čemur sledi potrjevanje 
predpostavljenih mehanizmov v živalskih modelih, kot to priporočajo Gilbert in sod. [176,177].  
 
Preden bo personalizirani pristop prehranskih intervencij postal realnost, je potreben velik 
vložek v raziskovanje, kako začetna sestava črevesne mikrobiote in obstoječi prehranski vzorci 
vplivajo na odziv posameznika. Šele tako bomo lahko zasnovali uspešne strategije preventive 
in zdravljenja s prehrano ter učinkovito nadzirali vse vplive, ki prispevajo h končnemu učinku 
prehranske intervencije. Za zasnovo učinkovite prehranske strategije posameznika ali skupine 
posameznikov bo ključen tudi razvoj matematičnih modelov, ki bodo sposobni predvideti odziv 
na prehransko intervencijo na podlagi upoštevanja vseh internih in eksternih dejavnikov odziva 
gostitelja nanjo [174]. Morda se nam na tem mestu personalizirani pristop zdravljenja zdi 
močno oddaljen, vendar smo z vsako raziskavo, tudi z negativnimi zaključki [177], korak bližje 
razumevanju kompleksnosti povezave prehrana-mikrobiota-gostitelj in bližje učinkovitemu 
zdravljenju ali preventivnim metodam za izboljšanje zdravja ali preprečevanje bolezni. 
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1. Štiritedensko uživanje betaglukanov vpliva na sestavo črevesne mikrobiote z 
zmanjšanjem pestrosti in bogatosti ter spreminja delež bakterijskih debel 
Bacteroidetes/Firmicutes, vendar le pri posameznikih, odzivnih na prehransko 
intervencijo. Po štiritedenskem uživanju betaglukanov se ne poviša zastopanost bakterij 
iz rodu Lactobacillus in Bifidobacterium, zmanjša pa se število taksonomskih skupin 
bakterij (OTE) iz rodu Coriobacteriales in število taksonomskih skupin bakterij, ki 
pripadajo redu Clostridiales, kar kaže na potencialno koristno spreminjanje sestave 
črevesne mikrobiote. Uživanje betaglukanov poviša vsebnost kratkoverižnih maščobnih 
kislin, predvsem propionske kisline. 
 
2. Štiritedensko uživanje betaglukanov ne vpliva na glukozni metabolizem z izboljšanjem 
inzulinske rezistence pri populaciji s povečanim tveganjem za razvoj MS ali 
diagnosticiranim MS. 
 
3. Štiritedensko uživanje betaglukanov znižuje koncentracijo celokupnega holesterola v 
krvi pri populaciji s povečanim tveganjem za razvoj MS ali diagnosticiranim MS. 
Uživanje betaglukanov ne vpliva na spremembe drugih vrst maščob v krvi, razen pri 
populaciji z večjim obsegom pasu, pri kateri se zmanjša koncentracija trigliceridov v 
krvi. 
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Preglednica 1P: Vrednosti HOMA pred prehransko intervencijo in po njej med preiskovanci, ki so 
uživali kruh z dodanimi betaglukani (testna skupina). 
 






Sprememba v vrednosti 
HOMA  
2 1,19 0,85 –0,34 
3 1,22 0,94 –0,28 
5 0,94 0,91 –0,04 
6 0,43 0,42 –0,01 
7 0,63 1,71 1,09 
9 2,00 1,99 –0,01 
10 7,44 7,06 –0,38 
13 4,85 3,37 –1,49 
15 1,73 1,60 –0,12 
16 2,81 3,82 1,01 
19 3,47 3,58 0,11 
20 0,93 2,66 1,73 
22 1,95 2,73 0,79 
23 4,39 4,41 0,02 
24 1,05 1,24 0,19 
25 3,90 3,67 –0,23 
29 1,99 3,33 1,34 
30 2,46 0,80 –1,66 
31 1,30 1,55 0,25 
33 1,99 3,38 1,39 
37 3,06 2,86 –0,20 
38 1,45 1,52 0,07 
42 1,42 0,82 –0,60 
43 1,2 2,43 1,23 
44 1,07 2,56 1,49 
4,8 Ni podatkov* 
* napake v analitiki  
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Preglednica 2P: Koncentracija kratkoverižnih maščobnih kislin (c-KMK) pred intervencijo z 
betaglukani in po njej. 

















Ocetna kislina 2,70 ± 1,58 2,93 ± 1,74 0,72 3,58 ± 2,03 2,08 ± 1,03 0,01 
Propionska kislina 0,91 ± 0,60 1,30 ± 0,90 0,04 1,38 ± 0,90 1,52 ± 2,50 0,13 
Izomaslena kislina 0,15 ± 0,09 0,16 ± 0,10 0,72 0,18 ± 0,12 0,20 ± 0,19 0,84 
Maslena kislina 0,97 ± 0,71 1,12 ± 0,77 0,58 1,48 ± 0,98 1,61 ± 2,09 0,21 
Izovalerenska 
kislina 
0,28 ± 0,19 0,30 ± 0,21 0,76 0,30 ± 0,22 0,40 ± 0,440 0,92 
Valerenska kislina 0,18 ± 0,16 0,22 ± 0,19 0,21 0,31 ± 0,27 0,27 ± 0,36 0,33 








3,43 ± 2,56 3,25 ± 2,50 0,38 2,96 ± 0,95 2,75 ± 1,24 0,38 
* Wilcoxonov test rangov 
 
Preglednica 3P: Sprememba v metaboličnih parametrih pri preiskovancih z največjo 
spremembo v sestavi črevesne mikrobiote po prehranski intervenciji z betaglukani. 
TT – telesna teža, CH – celokupni holesterol, LDL-h – LDL-holesterol, HDL-h – HDL-holesterol, 
Triglic. – Trigliceridi 




















4 0 0 –0,43 –0,36 0 –0,02 –0,1 / 
10 –1,0 0 –0,08 –0,27 0 0,01 0,2 –0,38 
31 –0,5 0 –1,0 –1,05 –0,18 –0,18 –0,32 0,25 
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ter potrpežljivost med kliničnimi raziskavami.  
Hvala Slobodanu Djordjeviću za pomoč pri pripravi slikovnega gradiva! 
Izredna zahvala gre staršem in sestri Orjani, ker so najboljša družina in ker so mi omogočili 
izpolniti vse cilje. Hvala za vse spodbude in potrpežljivost ter še posebej hvala Orjani za vso 
strokovno pomoč pri pripravi naloge in zvestobo pri popotniških podvigih. Hvala tudi vsem 
ostalim v družini in hkrati podajam opravičilo za vsa izpuščena praznovanja in srečanja na račun 
priprave doktorske naloge.  
In še nenazadnje, hvala vsem mojim prijateljem: Romini, Janji, Katarini, Nežki in Nini!  Brez 
vas bi bilo vse mnogo težje! Hvala tudi Hani, Manci, Slobodanu, Borutu, Luku, Nataši, 
Katarini, Petri Neži, Tini in vsem tabornikom RMB. Hvala vam za razumevanje, podporo ter 
vse lepe skupne trenutke!  
  
 
 
 
